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Parodontalna bolezen predstavlja resen globalni zdravstveni problem. Trenutni načini 
zdravljenja so neučinkoviti in večkrat vodijo do ponovnih zagonov bolezni. Eden izmed 
novih potencialnih načinov zdravljenja je lokalna dostava probiotikov, ki izvirajo iz ustne 
mikrobiote zdravih prostovoljcev in sproščajo protimikrobne snovi. Namen magistrskega 
dela je bil izdelati in vrednotiti hidrofobna nanovlakna iz polikaprolaktona in 
polietilenoksida z vgrajenimi sporami bakterij seva 25.2.M iz rodu Bacillus. V magistrski 
nalogi smo z elektrostatskim sukanjem izdelali polimerna nanovlakna z vgrajenimi sporami 
(1,15 x 108 CFU/g). Z različnimi metodami smo vrednotili vpliv mešanice topil in procesa 
na preživetje spor, morfologijo nanovlaken, sproščanje spor iz nanovlaken ter kalitev spor 
in rast bakterij na trdnem gojišču. S pomočjo vrstične elektronske mikroskopije smo potrdili, 
da so bile spore uspešno vgrajene v polikaprolaktonska nanovlakna. S statistično analizo 
smo dokazali signifikantne razlike v premeru nanovlaken z različnim deležem 
polietilenoksida, medtem ko se debelina plasti nanovlaken med vzorci ni bistveno 
razlikovala. Ugotovili smo, da se je z izpostavitvijo spor mešanici topil zmanjšala 
koncentracija živih spor za eno logaritemsko enoto, medtem ko elektrostatsko sukanje ni 
bistveno vplivalo na njihovo preživetje. Sestava nanovlaken ni vplivala na število preživelih 
spor. Z različnim deležem polietilenoksida v nanovlaknih smo spreminjali njihovo poroznost 
po izpostavitvi vodnemu mediju. Dokazali smo, da poroznost vpliva na hitrost sproščanja 
spor iz nanovlaken, in sicer sproščanje hitreje poteka iz nanovlaken z večjim deležem 
polietilenoksida. Iz polikaprolaktonskih nanovlaken s 40 % polietilenoksida se je sprostilo 
približno 10-krat več spor kot iz polikaprolaktonskih nanovlaken brez dodatka 
polietilenoksida. S pomočjo optične mikroskopije smo ugotovili, da se čas, ki je potreben za 
kalitev spor in izraščanje probiotika iz nanovlaken, med različnimi vzorci razlikuje. 
Bakterije so se iz nanovlaken s 40 % polietilenoksida začele izraščati že po 8 h, iz 
nanovlaken s 5 %  polietilenoksida pa šele po 14 h. Nanovlakna na osnovi polikaprolaktona 
z dodatkom polietilenoksida predstavljajo obetaven način za lokalno dostavo potencialnih 
probiotikov za zdravljenje parodontalne bolezni in predstavljajo alternativni pristop v boju 
proti bakterijski rezistenci. 
Ključne besede: 
bakterije, elektrostatsko sukanje, nanovlakna, parodontalna bolezen, polietilenoksid, 
polikaprolakton.  





Periodontal disease is a serious global health problem. Current treatment strategies are 
ineffective and often result in the disease recurrence. One of the new potential treatments is 
the local delivery of probiotics, which originate from the oral microbiota of healthy 
volunteers and release antimicrobials. The aim of the master's thesis was to prepare and 
evaluate hydrophobic nanofibers of polycaprolactone and polyethylene oxide with 
incorporated spores of bacterial strain 25.2.M of the genus Bacillus. In the master's thesis, 
electrospinning was used to produce polymer nanofibers with incorporated spores (1.15 x 
108 CFU/g). The influence of solvent mixture and process on the spore viability, nanofiber 
morphology, spore release from nanofibers and their germination were evaluated by various 
methods. Using scanning electron microscopy, we confirmed that the spores were 
successfully incorporated into polycaprolactone nanofibers. Statistical analysis revealed 
significant differences in the diameter of nanofibers, while the thickness of the nanofiber 
mats was not significantly different between the samples. We have shown that the exposure 
of spores to the solvent mixture, reduced the concentration of live spores by 1 log unit, while 
electrospinning did not significantly affect their viability. The composition of the nanofibers 
did not affect the spore viability. By altering the content of polyethylene oxide in the 
nanofibers, their porosity after exposure to the aqueous medium was adjusted. Porosity has 
been shown to affect the rate of spore release from nanofibers, thus the release occurs faster 
from nanofibers with higher content of polyethylene oxide. About 10 times higher amount 
of spores was released from polycaprolactone nanofibers with 40 % polyethylene oxide 
compared to polycaprolactone nanofibers without the addition of polyethylene oxide. Using 
optical microscopy, we showed that the time required for spore germination and outgrowth 
of probiotic from nanofibres varies between samples. The bacteria outgrowth from 
nanofibers with 40 % polyethylene oxide started already after 8 h, while it took 14 h for 
bacteria to grow from nanofibers with 5 % polyethylene oxide. Polycaprolactone based 
nanofibers with addition of polyethylene oxide represent a promising approach for local 
delivery of potential probiotics for the treatment of periodontal disease and represent an 
alternative way in the fight against bacterial resistance.  
Key words: 
bacteria, electrospinning, nanofibers, periodontal disease, polycaprolactone, polyethylene 
oxide.  





ANOVA: Analiza variance (ang. Analysis of variance) 
MM: molekulska masa 
NV: nanovlakna 
PCL: polikaprolakton (ang. Polycaprolactone) 
PEO: polietilenoksid (ang. Polyethylenoxide) 
PLGA: kopolimer mlečne in glikolne kisline 
SEM: vrstični elektronski mikroskop (ang. Scanning electron microscope) 
 





1.1 Parodontalna bolezen  
V ustni votlini je prisotnih več kot 700 različnih vrst bakterij, saj so v njej idealni pogoji za 
njihovo življenje, ker je  topla, vlažna in vanjo večkrat dnevno vnašamo hrano. Ostanki hrane 
se počasi kopičijo v medzobnih prostorih, kjer se zato začnejo naseljevati bakterije, ki so 
lahko vzrok različnih bolezni. Parodontalna bolezen je ena izmed teh in velja za zelo pogosto 
kronično vnetno bolezen, ki prizadene 90 % svetovne populacije. Nastane kot posledica 
kopičenja bakterij v obliki kolonij na površini zob. Tako nastanejo zobne obloge oziroma 
zobni plaki (1). Zobni (dentalni) plak je nemineralizirana masa, ki je prilepljena na zobno 
površino. Supragingivalni plak je po navadi nemineraliziran, gingivalni plak pa je temne 
barve in mineraliziran. Gingivalne kalkule, to so ostanki strjenega zobnega plaka, je zelo 
težko odstraniti (2, 3). V primeru ustrezne ustne higiene v zobnih oblogah prevladujejo 
nepatogene bakterije, medtem ko lahko pri neustrezni ustni higieni pride do porušitve ustne 
mikrobiote in povečanega števila patogenih anaerobnih bakterij, ki se nalagajo ob dlesnih 
(4). Ustna mikrobiota, ki je definirana kot skupnost simbiotskih in patogenih 
mikroorganizmov, vključuje glive, viruse, arheje, protiste in bakterije. Ti mikroorganizmi 
sprožijo neustrezni imunski odziv, kar vodi v poškodbe podpornih struktur zob, kot so dlesen 
(gingiva), pozobnica (periodoncij), cement in sklenina. Poznamo več vrst parodontalne 
bolezni, vsem pa je skupno uničenje obzobnih tkiv (1). Parodontalna bolezen poleg lokalne 
razgradnje obzobnega tkiva predstavlja tudi povečano tveganje za razvoj drugih bolezni, ki 
lahko še nadalje poslabšajo kakovost življenja bolnika (5).  
1.1.1 Gingivitis 
Razvoj parodontalne bolezni se začne že zgodaj v odrasli dobi, a so znaki bolezni zelo slabo 
vidni, bolečina pa ni prisotna. V grobem lahko parodontalne bolezni, ki so povezane z 
nastankom zobnih plakov, razdelimo na gingivitis in parodontitis (agresivni in kronični) (6). 
Gingivitis predstavlja lokalno vnetje omejeno na dlesen (2). Bolezen sama po sebi ni 
destruktivna, a lahko v primeru, da ni zdravljena, napreduje v parodontitis (7). Znaki bolezni 
se pri milih oblikah gingivitisa pokažejo dokaj pozno, pri napredovani stopnji bolezni pa so 
znaki opazni pri umivanju zob, saj takrat začnejo dlesni hitro krvaveti, pordijo in so ob robu 
otečene (slika 1). Med ostale znake spadajo boleče in mehke dlesni, zadah iz ust in izcedek 
iz dlesni. V splošnem predstavlja redno, temeljito in večkrat dnevno umivanje zob najboljšo 




možno preventivo. V zadnjem obdobju predlagajo za preprečevanje nastanka parodontalne 
bolezni tudi uporabo antiseptičnih raztopin za izpiranje ust (8).  
 
 
Slika 1: Razlika med zdravo dlesnijo in gingivitisom, prirejeno po (9). 
 
1.1.2 Parodontitis 
Parodontitis je najpogostejša kronična vnetna bolezen pri ljudeh. Pogovorno se pogosto 
uporablja tudi izraz paradontoza. Obe vrsti parodontitisa, tako kronični kot agresivni, vodita 
do izgube podpornih struktur zob. Med seboj se razlikujeta po obsegu (lokalna ali celotna 
izguba zob) in v času razvoja bolezni. Večino bolnikov prizadene kronični parodontitis (6).  
1.1.2.1 Kronični parodontitis 
Ponavadi se pri bolnikih sprva razvije gingivitis, ki nato napreduje do kroničnega 
parodontitisa. Parodontitis se začne z vidnimi krvavitvami pri umivanju zob, pordelimi in 
bolečimi dlesnimi, nato pa se začnejo pojavljati tudi resnejši in nevarnejši pokazatelji 
bolezni, kot so na primer krvavitve pri uživanju hrane, neprijeten zadah, gingivalna recesija 
(zniževanje dlesni), razgradnja obzobnega tkiva ter krhki in majavi zobje. Razgradnja 
obzobnega tkiva se kaže kot razmik med zobmi in dlesnijo tj. nastankom obzobnih žepov. 
Velikokrat bi lahko ustrezna ustna higiena preprečila napredovanje bolezni iz gingivitisa v 
parodontitis, a ko se pokažejo prvi znaki, je običajno že prepozno. V primeru slabe ustne 
higiene se v obzobnem žepu bakterije prekomerno razmnožujejo, kar vodi do zmanjšanja 
obrambne sposobnosti organizma in posledično do vnetja dlesni. Zavedati se moramo, da 
sta uničenje zobne strukture in vnetje dlesni navadno neboleča znaka. Ko pa bolnik bolečino 




čuti, običajno misli, da je zgolj posledica čiščenja zob in ji zato ne pripisuje posebnega 
pomena (10). Poznamo dve obliki kroničnega parodontitisa: razširjeno oz. generalizirano, 
pri kateri bolezen prizadene vsaj 10 od 32 zob in lokalno oz. omejeno, kjer je prizadetih manj 
kot 10 zob (2). 
1.1.2.2 Agresivni parodontitis 
Agresivni parodontitis je, kot že samo ime pove, vrsta parodontitisa, ki zelo hitro uničuje 
obzobna tkivo in alveolarno kost tudi pri sistemsko sicer zdravih posameznikih. Bolezen se 
pojavlja pri manj kot 1 % prebivalstva (11). Osebe, ki zbolijo, so običajno mlajši, stari med 
25 in 35 let, lahko pa tudi starejši. Količina zobnega plaka je pri bolnikih lahko minimalna, 
ustna higiena pa ustrezna. Obstajajo genetski dejavniki, ki so pogoj za nastanek bolezni, a 
vzroka zanjo še niso odkrili. Agresivni parodontitis se v večji meri pojavlja pri črncih in 
moških v najstniških letih, zato lahko trdimo, da je pojavnost močno odvisna od etnične 
skupine in populacije (12). Tako kot pri kroničnem parodontitisu tudi tu ločimo dve obliki, 
in sicer zgodnjo in napredovalo obliko (slika 2). Obliki se med seboj razlikujeta po številu 
izgubljenih zob in po številu mest z obzobnimi žepi (2). Za postavitev diagnoze morajo biti 
prisotni naslednji znaki: izguba kliničnega prirastišča, odsotnost sistemskih bolezni, 
resorpcija alveolarne kosti v kratkem času in družinsko pojavljanje bolezni. Včasih so to 
obliko bolezni imenovali lokaliziran juvenilni parodontitis (12). 
 
 
Slika 2: Prikaz razlike med zgodnjim in napredovalim parodontitisom, prirejeno po (9). 
 




1.1.3 Razširjenost parodontalne bolezni 
V Sloveniji predstavlja parodontalna bolezen glavni vzrok za izgubo zob po 35. letu starosti 
(13). Parodontitis je pogost predvsem pri odraslih, a se lahko pojavlja tudi pri mlajših 
posameznikih (8). Parodontalna bolezen v vseh svojih oblikah prizadene tako ljudi v razvitih 
državah, kot v državah v razvoju, in sicer za njo boleha 20-50 % globalne populacije (14). 
Pojavnost parodontalne bolezni je pri mladostnikih večja v državah v razvoju v primerjavi z 
razvitimi državami (35-70 % v državah v razvoju in 4-34 % v razvitih državah). Enak trend 
pojavnosti bolezni se kaže tudi pri odraslih (15). Zaradi velike razširjenosti in pojavnosti je 
v večini držav, ki imajo urejen zdravstveni sistem, bolezen uvrščena na seznam javnih 
zdravstvenih problemov. Epidemiološke raziskave, ki so se ukvarjale z raziskovanjem 
posledic parodontalne bolezni skozi daljše časovno obdobje, so prišle do zaključka, da se 
napredovane oblike parodontalne bolezni, ki povzročijo hujše oblike poškodb podpornega 
tkiva zob in skoraj popolno izgubo zob, pojavljajo redkeje in prizadenejo 10-15 % obolelih 
(14). Obseg poškodb tkiva je načeloma odvisen predvsem od količine zobnih plakov, 
obrambnih mehanizmov gostitelja in drugih dejavnikov tveganja. Glavna značilnost tako 
agresivnega kot kroničnega parodontitisa je specifična lokacija bolezni, saj bolezen nikoli 
ne prizadene vseh zob (2).  
1.1.4 Dejavniki tveganja za nastanek parodontalne bolezni 
Obstaja več dejavnikov tveganja, ki so povezani z nastankom in razvojem parodontalne 
bolezni. Razdelimo jih lahko na spremenljive (kajenje, slaba ustna higiena, diabetes mellitus, 
zdravila in drugi) in nespremenljive (starost in dednost) (16). 
Kajenje 
Kajenje velja za najpomembnejši dejavnik tveganja za nastanek parodontalne bolezni. 
Zmanjšanje oziroma prenehanje kajenja močno zmanjša pojavnost bolezni (17). Negativni 
učinki kajenja cigaret, cigar, kanabisa in pipe na parodontalna tkiva so zelo podobni. Kadilci 
imajo trikrat večjo verjetnost, da zbolijo za hujšo obliko parodontalne bolezni kot nekadilci. 
Pri osebah, ki kadijo, je večja razgradnja alveolarne kosti, večja izguba zob in manjša 
učinkovitost raznih metod zdravljenja te bolezni (18). Rezultati raziskav so pokazali, da 
kajenje spremeni ustno mikrobioto v prid določenim patogenim mikroorganizmom ali pa 
vpliva na obrambni odziv gostitelja. Nikotin je znan, da povzroča poškodbe parodontalnega 
tkiva neposredno ali posredno preko drugih dejavnikov (14). 




Slaba ustna higiena  
Slaba ustna higiena je podobno kot kajenje močno povezana s parodontalno boleznijo. 
Pomanjkljivo ščetkanje zob in pomanjkljiva uporaba drugih metod za vzdrževanje ustne 
higiene omogočajo bakterijam, da se nalagajo na površinah v ustni votlini in ustvarjajo zobne 
plake na zobeh in dlesnih. To so začetni koraki, ki kasneje pripeljejo do razvoja bolezni (16). 
Obstaja namreč medsebojna povezava med slabo ustno higieno, povečanim kopičenjem 
bakterij in nastankom zobnih plakov ter večjo pojavnostjo in resnostjo parodontalne bolezni 
(19).  
Sladkorna bolezen  
Raziskave kažejo, da je sladkorna bolezen ključen sistemski dejavnik tveganja za 
parodontalno bolezen in igra zelo pomembno vlogo pri nastanku in razvoju te bolezni. 
Diabetes mellitus je povezan s poškodbo parodontalnih ligamentov, kar sčasoma vodi v 
izgubo zob (20). Tekočine, ki izvirajo iz dlesni, in slina diabetikov s parodontalno boleznijo 
vsebujejo višje koncentracije vnetnih dejavnikov in različne citokine v primerjavi z bolniki 
s parodontalno boleznijo, ki niso diabetiki (2).  
Zdravila 
Ranljivost in dovzetnost za razne okužbe in nastanek parodontalne bolezni se poveča 
predvsem pri stanjih, ki so povezana z zmanjšanim pretokom sline. Tak učinek ima lahko 
tudi uporaba določenih zdravil (14). Najpogosteje uporabljane skupine zdravil, ki lahko 
zmanjšajo pretok sline in povzročajo občutek suhih ust, so triciklični antidepresivi, 
antihistaminiki, beta zaviralci in atropin. Nekatere zdravilne učinkovine (npr. fenitoin, 
ciklosporin in nifedipin) lahko sprožijo povečano rast tkiv ob dlesnih, kar oteži 
odstranjevanje zobnih oblog.  
Starost 
Tveganje za nastanek parodontalne bolezni se s staranjem poveča, zato je tudi večja 
pojavnost te bolezni pri starejših (21). S kliničnega vidika je delež obolelih signifikantno 









Dednost je zagotovo eden izmed glavnih vzrokov za večjo dovzetnost za razvoj parodontalne 
bolezni pri določenih posameznikih (14). Pri razvoju bolezni igrajo ključno vlogo 
kompleksne interakcije genetskih dejavnikov z okoljskimi in demografskimi. Ta ugotovitev 
je pripeljala do hipoteze, da obstaja več različnih variacij bolezni znotraj različnih etničnih 
in rasnih skupin (20). Trenutno potekajo raziskave, katerih cilj je identifikacija genov in 
polimorfizmov, ki so povezani z nastankom in razvojem bolezni. Znanstveniki menijo, da 
pri razvoju kroničnega parodontitisa sodelujejo številni geni, ki se pri različnih narodnih in 
etičnih skupinah razlikujejo. Poudarek je predvsem na identifikaciji genov, ki sodelujejo pri 
nastanku citokinov, povezanih s parodontalno boleznijo. Zaenkrat so te raziskave še brez 
večjega uspeha (20). Tudi epigenetske spremembe vplivajo na izražanje genov preko 
metiliranja in acetiliranja baznih parov ali preko sprememb kromatina. Razumevanje 
epigenetskih poti moduliranja vnetnih in protivnetnih genov je zelo zahteven in pomemben 
proces, prav tako pa je epigenetika relativno nova veda, ki bo v prihodnje zelo pomembna 
za razumevanje povezav med genetiko, fenotipi in nagnjenostjo k razvoju parodontalne 
bolezni (22). 
Drugi dejavniki 
Med druge spremenljive dejavnike tveganja za razvoj parodontalne bolezni štejemo še: 
hormonske spremembe pri ženskah (progesteron), stres in prisotnost drugih bolezni in stanja, 
kot so kardiovaskularna obolenja, metabolična bolezen, revmatoidni artritis, respiratorne 
bolezni, kronična ledvična bolezen, rak in virusne okužbe (14). Večina posameznikov v 
življenju doživi več virusnih okužb. Virusne RNA oziroma DNA molekule lahko v telesu 
zaznamo še kar nekaj časa po tem, ko so znaki in simptomi virusne okužbe že zdavnaj 
izginili. Ti virusi se lahko ponovno »prebudijo« v času vnetja. Obstaja zelo šibka korelacija 
med povečano prisotnostjo virusnih delcev (herpes virus) in parodontalno boleznijo, a lahko 
je tak rezultat tudi zgolj splet naključnih okoliščin (23). Raziskave, ki so proučevale vlogo 
virusov pri razvoju parodontalne bolezni so kontroverzne, saj določene študije podpirajo 
protivirusno terapijo, ki v kombinaciji s konvencionalno terapijo učinkovito zmanjša globino 
obzobnih žepkov in obseg vnetja pri bolnikih s parodontalno boleznijo, druge pa se s tem ne 
strinjajo (24).  




1.1.5 Patofiziologija parodontalne bolezni 
Gingivitis in kronični parodontitis sprožijo in vzdržujejo mikroorganizmi, ki so združeni v 
zobnem plaku v obliki biofilma. Biofilm je skupek mikroorganizmov in njihovih 
zunajceličnih produktov. Mikroorganizmi se nahajajo zelo blizu en drugega in so lahko 
pritrjeni na podlagi. Zobni biofilm je že podrobno raziskan in poznanih je več kot 800 
različnih vrst bakterij, ki ga lahko tvorijo. Pri posamezniku lahko zobni biofilm vsebuje tudi 
do 150 različnih vrst bakterij (2). V zobnem biofilmu je Streptococcus mutans glavna 
bakterija, ki proizvaja zunajcelični polisaharidni matriks. Bakterijske celice, ki rastejo v 
biofilmu se fiziološko razlikujejo od planktonskih celic, ki lebdijo ali plavajo v tekočem 
mediju, a se lahko kljub temu odzovejo na številne dejavnike, kot so celično prepoznavanje 
specifičnih ali nespecifičnih mest, pritrditev na površino in prehranski signali (25). Debata 
o tem, katera vrsta mikroorganizmov je virulentna (sposobna povzročiti parodontalno 
bolezen), traja že več kot desetletje in odgovor še vedno ni popolnoma jasen (3). Med 
domnevno patogene Gram negativne anaerobne bakterije ustne mikrobiote uvrščamo: 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis. Treponema denticola, 
Tannerela forsythia, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Campylobacter 
rectus, Peptostreptoccosu migros in Eikenella corrodens. Nekateri viri navajajo tudi 
spirohete in celo viruse, ampak verjetno ni prav noben izmed naštetih mikroorganizmov sam 
povzročitelj bolezni (26). Najnovejše raziskave kažejo, da je bolj kot prisotnost biofilma in 
patogenih mikroorganizmov za nastanek bolezni ključno neravnovesje mikroorganizmov v 
biofilmu, kar imenujemo disbioza. To pomeni, da je število patogenih mikroorganizmov 
povečano in število koristnih bakterij zmanjšano (27). Dodaten dejavnik, ki pripomore k 
nastanku bolezni, je neustrezna imunska reakcija gostitelja na disbiozo (2, 27). Razumevanje 
tega porušenega razmerja je eden izmed glavnih ciljev številnih raziskav, saj obstajajo 
razlike med biofilmi in imunskimi sistemskimi profili gostiteljev. Posledica prej omenjenega 
porušenega razmerja med bakterijami je vnetje, ki vodi v poškodbo obzobnih tkiv (28).  
V primeru disbioze pri človeku z normalnim imunskim sistemom obstaja homeostatsko 
ravnovesje med patogenimi in nepatogenimi bakterijami v biofilmu, zato ne pride do razrasta 
patogenih bakterij. Ta zaščita je znana kot ovira ali kolonizacijska odpornost. 
Mikroorganizmi lahko kljub temu, da so locirani na različnih mestih v organizmu, 
komunicirajo med seboj in sodelujejo z imunskim sistemom. Na ta način dobijo zdrave osebe 
zaščito pred tujimi patogenimi bakterijami s pomočjo različnih metabolnih mehanizmov, kot 




sta na primer razgradnja kompleksnih ogljikovih hidratov in proizvajanje maščobnih kislin 
(29). Pri ohranjanju homeostatskega ravnovesja in zaščiti posameznika sodelujejo številne 
celice. Epitelijske celice imajo vlogo zaščitne bariere pred patogeni ter hkrati izzovejo 
prirojeni in pridobljeni imunski odziv. Dendritične Langerhansove celice znotraj epitelija 
prevzemajo antigenski material mikroorganizmov in ga prenesejo do limfatičnega tkiva, kjer 
ga predstavijo limfocitom (30). Tudi T celice igrajo pomembno vlogo pri imunski 
odpornosti. Ko limfociti dosežejo mesto, kjer je nastala poškodba (npr. kjer se je začela 
razvijati parodontalna bolezen), se B celice preobrazijo v protitelo proizvajajoče plazmatke. 
Količina in avidnost protiteles, ki jih izločajo plazmatke, igrata pomembno vlogo pri 
obrambi organizma pred parodontitisom. Poleg protitelesnega odziva je pomembna tudi 
vloga T celic, ki s stimulacijo različnih celic T-pomagalk sprožijo celični imunski odziv. 
Aktivne so predvsem TH1, TH2 in TH17 celice, a njihov pomen in časovna aktivnost pri 
aktivaciji imunskega odziva še nista povsem jasna. Znano je, da so TH1 celice aktivne 
predvsem v začetnih fazah kroničnega parodontitisa, medtem ko so TH2 celice pomembne v 
kasnejših stadijih bolezni (31). Sodobni citokinski profili so pokazali, da so TH9, TH17, TH22 
in regulatorne T celice kot tudi razni citokini (npr. IL-17) pomembni v imunopatologiji 
parodontalne bolezni. 
V primeru, ko ima oseba oslabljen imunski odziv, sledi prenosu mikrobnega antigenskega 
materiala do limfocitov, infiltracija nevtrofilcev, granulocitov in limfocitov v parodontalno 
lezijo. Tam poskušajo nevtrofilci odstraniti in ubiti bakterije, ampak so preobremenjeni 
zaradi obsega mikrobne kolonizacije in učinka biofilma. Ta obsežen kronični vnetni odziv 
vodi do razgradnje alveolarne kosti z osteoklasti na eni strani in na drugi strani do razgradnje 
vlaken ligamentov z metaloproteinazami, kar vodi v nastanek granulacijskega tkiva. 
Patofiziološki proces traja tako dolgo, dokler zob ni popolnoma uničen oziroma dokler s 
terapevtskim pristopom ne odstranimo mikrobnega biofilma in preprečimo nastajanje 
granulacijskega tkiva (32). Tudi neravnovesje T celic lahko vodi do odziva, ki sproži 
nastanek bolezni. To povezujejo s funkcijo proteina DEL1 (ang. developmentally regulated 
endothelial cell locus 1 protein), ki je endogeni zaviralec pritrjanja nevtrofilcev. Ugotovili 
so, da DEL1 zavira z IL-17 (ang. interleukin 17) posredovano izgubo čeljustne kosti pri 
miših, a za ekstrapolacijo teh raziskav na človeka so potrebne nadaljnje raziskave (33). 
Mikrobno neravnovesje v ustni votlini je eden izmed dejavnikov, ki pripomore k nastanku 
bolezni. Njegova prisotnost še ne pomeni, da se bo bolezen dejansko tudi razvila. Določene 




vrste parodontalne bolezni so progresivne. Tak je na primer gingivitis, ki je zelo dovzeten 
za napredovanje v kronični parodontitis. Rezultati epidemioloških raziskav kažejo, da je 
gingivitis opozorilni znak pred nastankom kronične oblike bolezni, njegova odsotnost pa je 
dober znak dolgotrajne dobre osebne ustne higiene (2). Prvotne raziskave, ki so proučevale, 
kako se stanje ustnega zdravja spreminjala pri moških, ki si 21 dni ne umivajo zob, so 
pokazale, da se količina zobnih oblog in resnost ter razširjenost vnetja med posamezniki 
močno razlikuje. V biofilmih so bile prisotne različne vrste bakterij. Kasnejše raziskave, ki 
so uporabljale enak model, so pokazale, da imajo posamezniki s kvantitativno in kvalitativno 
podobnimi zobnimi plaki, različne vnetne odzive (19, 33). Dejstvo je, da jakost vnetnega 
odgovora lahko predstavlja posameznikovo občutljivost za parodontalno bolezen, ki je 
verjetno odvisna tudi od njegovih genetskih dejavnikov (35). Nobenega specifičnega 
dejavnika gostitelja niso opredelili kot glavnega za povečano dovzetnost za nastanek 
parodontalne bolezni. Določeni vnetni mediatorji, kot so IL-1, prostaglandin E2, tumor 
nekrotizirajoči dejavnik (TNF) korelirajo z večjim obsegom parodontalnih poškodb in lahko 
pospešijo vnetni odziv, zato znanstveniki sklepajo, da posamezniki, ki proizvajajo več zgoraj 
omenjenih mediatorjev vnetja kot odziv na disbiozo, doživijo resnejše poškodbe 
parodontalnih tkiv (36).  
 
1.2 Diagnostika, zdravljenje in preprečevanje nastanka parodontalne bolezni 
1.2.1 Diagnostika 
Prvi izziv pri parodontalni bolezni predstavlja postavitev diagnoze, ki mora biti pravočasna 
za čim učinkovitejše zdravljenje, saj je izguba alveolarne kosti in mehkih tkiv, ki jo obdajajo, 
nepovratna. Ker pa je začetno obdobje bolezni za bolnike neboleče, le-ti redko poiščejo 
zdravniško pomoč (2, 34). Parodontalno bolezen torej opisujejo kot nebolečo, za katero pa 
je splošno znano, da pogosto napreduje do resnega stanja, preden je sploh prepoznana. Pri 
diagnostiki se uporabljajo naslednji klinični parametri: pojav krvavitev ob sondiranju, 
globina sondiranja in stopnja pritrjenosti zob na šestih različnih mestih. Ti klinični parametri 
so najboljši poznani znaki za postavitev diagnoze, a lahko opišejo le trenutno stanje in 
razširjenost bolezni, ne omogočajo pa napovedovanja aktivnosti bolezni v prihodnje (37).  
Nekateri posamezniki so bolj nagnjeni k nalaganju zobnih plakov in posledično k razvoju 
agresivne oblike parodontitisa v mlajših letih, medtem ko so drugi popolnoma odporni in ne 




bodo nikoli razvili kroničnih oblik te bolezni. V določenih primerih je napredovanje bolezni 
celo tako počasno, da za izgubo parodontalnih funkcij ne obstaja tveganje (oziroma je le-to 
minimalno) (38). 
1.2.2 Preprečevanja nastanka parodontalne bolezni 
Svetovna zdravstvena organizacija (WHO, ang. World Health Organization) priporoča 
upoštevanje preventivnih strategij za javno zdravje, ki temeljijo na nadzorovanju dejavnikov 
tveganja za nastanek parodontalne bolezni. Dejavniki tveganja, kot so kajenje, stres in slabši 
socialno-ekonomski položaj, so povezani z nastankom parodontalne bolezni, kot tudi drugih 
sistemskih kroničnih bolezni. Pomemben ukrep za uveljavljanje take strategije je 
vključevanje preventivnih ukrepov, ki lahko učinkovito zmanjšajo pogostost bolezni (14).  
Preventivni ukrepi:  
• delavnice pravilne ustne higiene, 
• ustrezna prehrana, 
• uporaba fluoridov in protimikrobnih sredstev ter 
• zmanjšanje oz. opustitev kajenja (14). 
1.2.3 Zdravljenje parodontalne bolezni 
Načini zdravljenja se med seboj razlikujejo glede na stopnjo razširjenosti in jakost bolezni. 
Osnova vsakega načina zdravljenja je dobra osebna ustna higiena in opustitev »slabih 
življenjskih navad«, ki so povezane s parodontalno boleznijo, kot je na primer kajenje (12). 
Glavni cilj vseh načinov zdravljenja parodontalne bolezni pa je obvladovanje infekcije (39). 
1.2.3.1 Trenutni pristopi zdravljenja 
Mehansko odstranjevanje zobnih oblog 
Vse oblike gingivitisa zdravimo s postopkom odstranjevanja zobnih oblog in zobnega 
kamna, kar imenujemo skaliranje. Na ta način se učinkovito odstranijo zobne obloge s 
pomočjo luščenja in glajenja površine zobne korenine. Postopek ni enako uspešen pri vseh 
bolnikih, saj se pri nekaterih pojavlja rekolonizacija obzobnih žepov s parodontopatogenimi 
bakterijami z drugih prizadetih ali neočiščenih mest v ustih (39, 40). Kot je bilo že prej 
omenjeno, je pomembno tudi zmanjšanje dejavnikov tveganja in ozaveščanje bolnika o 
pomembnosti vzdrževanja ustrezne ustne higiene. Tudi kronični parodontitis zdravimo z 




odstranjevanjem zobnega kamna in zobnih oblog, temu pa sledijo še drugi mehanski 
postopki, med katere spada tudi operacija. Pomemben cilj zdravljenja predstavlja 
zagotavljanje zdravih in funkcionalnih zob v ustni votlini (2).  
Uporaba protimikrobnih učinkovin 
V primeru agresivnega parodontitisa in hujših oblik kroničnega parodontitisa se pri 
zdravljenju poleg mehanskega čiščenja pogosto svetuje tudi uporaba protimikrobnih 
učinkovin in/ali antiseptikov (42). Med protimikrobnimi učinkovinami je najbolj razširjena 
uporaba tetraciklina, metronidazola in kombinacije metronidazola z amoksicilinom in 
klavulansko kislino. Prav ta kombinacija je tudi prva izbira za sistemsko zdravljenje 
parodontalne bolezni. Najpogosteje uporabljen antiseptik je klorheksidin (43). Tetraciklin, 
doksiciklin in minociklin so najpogosteje predpisani antibiotiki za lokalno zdravljenje 
parodontalne bolezni. Ker je dostop protimikrobnih učinkovin v obzobna tkiva po 
sistemskem vnosu otežen, potrebujemo za doseganje terapevtskih koncentracij učinkovin 
velike odmerke (150-500 mg/8 h), ki so povezani s pojavom neželenih učinkov, kot so 
prizadeta črevesna flora in alergije (43, 44). Tem težavam se je mogoče izogniti z lokalnim 
dajanjem protimikrobnih učinkovin. Trenutno so registrirana zdravila v obliki trakov, 
poltrdnih farmacevtskih oblik in vlaken. Te oblike imajo tudi kar nekaj slabosti, kot so 
časovno zamudna mehanska pritrditev, prekratek čas zadrževanja na mestu delovanja, 
omejeno prodiranje učinkovin v obzobne žepe in dentalne kanalčke ter potreba po odstranitvi 
v primeru, ko dostavni sistem ni biorazgradljiv (44, 45). 
1.2.3.2 Zdravljenje parodontalne bolezni z uporabo probiotikov 
Probiotiki so definirani kot živi mikroorganizmi, ki po aplikaciji v ustreznih odmerkih, 
nudijo koristi za zdravje gostitelja (46). Za zdravljenje lahko uporabimo enega ali več 
različnih sevov probiotikov. Da nek mikroorganizem opredelimo kot probiotik, mora biti ta 
izoliran iz človeške mikrobiote (47). Večino probiotikov danes uporabljamo za lajšanje težav 
pri zdravljenju gastrointestinalnih bolezni, v zadnjem obdobju pa se njihova uporaba širi tudi 
na druga področja. Eno izmed takih področij je tudi zdravljenje parodontalne bolezni. 
Probiotiki so se na trgu pojavili za lajšanje stranskih učinkov v gastrointestinalnem traktu, 
ki se pojavijo pri sistemskem zdravljenju bolezni z antibiotiki. Antibiotiki ob vstopu v 
sistemski krvni obtok ubijejo tako patogene kot koristne bakterije. Pri zdravljenju 
parodontalne bolezni, ki se v večini primerov začne kot posledica disbioze, pa je ključno, da 




povečamo število koristnih bakterij (42). To lahko potencialno dosežemo z vnosom 
probiotikov, ki so se sposobni pritrditi na sluznico v ustni votlini in jo kolonizirati (48). 
Obstaja več različnih sevov probiotikov, ki različno delujejo. Smiselnost njihove uporabe za 
zdravljenje parodontalne bolezni zato temelji na njihovi sposobnosti, da se borijo proti 
specifičnim vrstam patogenih bakterij. To lahko dosežejo preko naslednjih mehanizmov 
delovanja: povečanje pregradne funkcije epitelija, povečanje adhezivnosti sluznice za 
koristne bakterije in sočasno zaviranje pritrjanja patogenov, kompetitivna izključitev 
patogenih mikroorganizmov, proizvodnja protimikrobnih snovi in modulacija imunskega 
odgovora (49). Najpogostejši probiotiki, ki so jih preučevali za zdravljenje parodontalne 
bolezni, spadajo v dva glavna rodova, in sicer v rod Lactobacillus in rod Bifidobacterium. 
Lactobacillus acidophillus in Lactobacillus rhamnosus sta seva znana predvsem po svojih 
protibakterijskih in protiglivičnih učinkih, medtem ko seva Lactobacillus reuteri in 
Lactobacillus salivarius zavirata tako kariogene kot parodontalno patogene bakterije. 
Raziskave, ki so se ukvarjale z raziskovanjem učinkovitosti probiotikov pri zdravljenju 
kroničnega parodontitisa, poudarjajo, da je učinkovitost probiotikov pri parodontalni bolezni 
močno odvisna od vrste seva, stopnje bolezni in časa trajanja uporabe probiotikov 
(preglednica I). V eni izmed raziskav so ugotovili, da se z jemanjem prehranskih dopolnil, 
ki so vsebovali probiotike, ob običajnem zdravljenju parodontitisa, izboljša stanje bolezni. 
Klinični pokazatelji stanja bolezni, kot so globina obzobnih žepov, indeks dlesni, krvavitev 
ob sondiranju in drugi so se močno izboljšali in pokazali, da se lahko potreba po operativnih 
























povprečna starost 52,7 
let pri testni in 46,9 let 














































1.2.4 Rod bakterij Bacillus, sev 25.2.M 
Za vzpostavitev ustrezne ustne mikrobiote so potrebne bakterije, ki so normalno prisotne pri 
zdravih posameznikih. To je bilo vodilo, da smo v magistrski nalogi uporabili sev bakterij 
25.2.M iz rodu Bacillus. Sev je bil identificiran kot Bacillus sp. glede na 16S rRNA 
sekvenčno analizo (53). V GenBank je ta sev bakterij označen s številko MG461560 (54). 
Sev 25.2.M so izolirali na Inštitutu Jožef Stefan iz vzorcev sluznice ustne votline zdravih 
prostovoljcev v okviru magistrske naloge, katere namen je bil preučiti protibakterijsko 
aktivnost bakterij ustne votline proti bakteriji Aggregatibacter actinomycetemcomitans (55). 
Ker je bil sev izoliran iz avtohtone ustne mikrobiote, je zelo dobro prilagojen na okolje ustne 




votline, zato je predvidoma bolj uspešen kolonizator ustne votline kot pa klasični, danes 
uveljavljeni probiotični sevi. Ta sev, ki smo ga uporabili, ni patogen, proizvaja 
protimikrobne učinkovine in se je sposoben razraščati preko kolonij parodontalno patogene 
bakterije Aggregatibacter actinomycetemcomitans (53). 
1.3 Dostavni sistemi s probiotiki 
1.3.1 Mikrokapsule 
Dostavni sistem je nujno potreben za učinkovito dostavo zadostne količine probiotikov, ki 
so sposobni preživeti v danem biološkem okolju. Dostavni sistem mora biti prijazen do 
pacienta, omogočati mora lokalno dostavo probiotikov v terapevtskem odmerku in 
zagotavljati mora stabilnost probiotikov skozi daljše časovno obdobje pri sobni temperaturi, 
v kolikor je to seveda mogoče (56). Koristi, ki jih nudi vnos probiotikov, so močno odvisne 
od sposobnosti mikroorganizmov za razmnoževanje v gostitelju. Med metodami, ki so 
najbolj obetavne, izstopa vgrajevanje probiotikov v mikrokapsule in (nano)vlakna (57). 
Mikrokapsuliranje je tehnologija vgrajevanja probiotikov v mikrokapsule. Tak pristop je 
zelo uveljavljen v primerih, ko so probiotiki namenjeni za uporabo v gastrointestinalnem 
traktu. Probiotiki, vgrajeni v mikrokapsule, se uporabljajo tudi za zdravljenje parodontalne 
bolezni, a so trenutno na tem področju bolj uveljavljeni dostavni sistemi oz. farmacevtske 
oblike s probiotiki kot so pastile, sredstva za izpiranje ust, zobne paste in tablete (47). 
Slabosti teh dostavnih sistemov je kar nekaj, med drugim probiotikov z njimi ni mogoče 
dostaviti na specifično tarčno mesto, prav tako je težava omejeno zadrževanje dostavnega 
sistema in probiotikov na želenem mestu, ki bi omogočilo pritrjanje probiotikov in 
rekolonizacijo tarčnega mesta z njimi. Za uspešno zdravljenje parodontalne bolezni je 
potrebno zagotoviti ciljan vnos probiotikov v obzobne žepe s pomočjo ustreznih dostavnih 
sistemov (58). Viabilnost probiotikov je močno odvisna tudi od fizikalno-kemijskih lastnosti 
materialov, ki jih uporabimo za izdelavo dostavnega sistema. Med najpogosteje 
uporabljenimi materiali za izdelavo dostavnih sistemov s probiotiki so alginati, proteini in 
drugi naravni ter sintezni polimeri (59).  
1.3.2 Polimerna nanovlakna 
Nanovlakna so vlakna, ki imajo debelino nanometerskih razsežnosti. Zgrajena so lahko iz 
različnih polimerov, zato imajo tudi različne fizikalno-kemijske lastnosti in posledično 
različne možnosti aplikacije (60). Na uspešno izdelavo nanovlaken vplivajo številni 




parametri, ki jih lahko razdelimo na lastnosti polimerne raztopine, procesne parametre in 
pogoje okolja, kjer se vrši elektrostatsko sukanje. Za pripravo nanovlaken je poleg vrste 
polimera ključna tudi koncentracija in molekulska masa polimera, topilo ali zmes topil in 
posledično viskoznost in površinska napetost polimerne raztopine. Sproščanje probiotikov 
iz (nano)vlaken je odvisno od sestave in zgradbe samih (nano)vlaken. Tako nanovlakna, ki 
so zgrajena iz mešanice hitosana in poli(etilenoksida) (PEO), omogočajo zakasnjeno 
sproščanje probiotikov v primerjavi z nanovlakni na osnovi PEO (53). Primeri naravnih 
polimerov, ki se pogosto uporabljajo za izdelavo nanovlaken, so kolagen, celuloza, keratin, 
želatina in polisaharidi (npr. hitosan). Med sintezne polimere pa spadajo polimlečna kislina 
(PLA), polikaprolakton (PCL), kopolimer mlečne in glikolne kisline (PLGA) in drugi. V 
polimeru so monomerne enote med seboj povezane s pomočjo kovalentnih vezi. Kljub temu, 
da je debelina nanovlaken odvisna od vrste polimera in metode izdelave, je vsem skupna ena 
značilnost, in sicer imajo vsa nanovlakna zelo veliko razmerje med površino in volumnom 
(61). Obstajajo različne metode za pripravo nanovlaken. Najpogosteje uporabljena metoda 
je elektrostatsko sukanje, saj omogoča masovno proizvodnjo nanovlaken iz različnih 
polimerov, hkrati pa lahko njihovo debelino, sestavo in orientacijo skrbno nadzorujemo (62). 
V osnovi je naprava za elektrostatsko sukanje sestavljena iz štirih elementov, in sicer iz vira 
visoke napetosti, črpalke z brizgo, igle in zbirala (slika 3). Na konici igle nastane kapljica 
sferične oblike kot posledica površinske napetosti polimerne raztopine. Ker je kapljica 
povezana z visokonapetostnim izvirom, se bo njena površina zelo hitro prekrila z naboji 
negativnega predznaka. Odboj med temi naboji bo nasprotoval sili površinske napetosti in 
destabiliziral sferično obliko kapljice. Če je odboj med naboji zadosten, da premaga 
površinsko napetost, se bo kapljica deformirala v stožčasto obliko tj. v Taylorjev stožec, iz 
katerega bo izhajal curek tekočine. Zaradi skupnega učinka električnega polja in odbijanja 
med naboji na površini v tekočini, se curek na poti k zbiralu tanjša in upogiba, kar pospeši 
gibanje curka. Tekom raztegovanja curka topilo izhlapeva, tako da se na koncu curek strdi 
in na zbiralu se zberejo trdna (nano)vlakna (60). 





Slika 3: Shema naprave za elektrostatsko sukanje. 
1.4 Polikaprolakton 
Polikaprolakton (ang. polycaprolactone) je biorazgradljiv, semikristaliničen in linearen 
poliester (slika 4) z nizkim tališčem pri približno 60 °C in točko steklenega prehoda pri 
- 60 °C. Točka steklastega prehoda PCL je precej nižja kot pri ostalih biorazgradljivih 
polimerih (63). Sinteza PCL poteka s polimerizacijo z odpiranjem obroča ɛ-kaprolaktona v 
prisotnosti katalizatorja (64). Veriga PCL je zelo fleksibilna in mehka, zato ta polimer v 
večini primerov tvori kristalinično strukturo. V primerjavi z drugimi polimeri, kot sta PLA 
in PGA, se PCL zaradi svojih hidrofobnih značilnosti počasneje razgrajuje; hkrati pa je 
odporen na vodo, olje in Cl2 (65). Zraven tega pa ima PCL tudi eno zelo dobro lastnost in to 
je duktilnost. Duktilnost je sposobnost snovi, da prenese plastično deformacijo brez preloma 
zaradi krhkosti. PCL ima največji raztezek pri lomljenju, zato je zelo dober elastični 
biomaterial, kadar se uporablja sam ali v kombinaciji s krhkimi polimeri kot je PLA (66).  
 
Slika 4: Kemijska formula polikaprolaktona (PCL). 




2 NAMEN DELA 
Parodontalna bolezen predstavlja velik javnozdravstveni problem. Ker trenutno zdravljenje 
pogosto vodi do ponovnih zagonov bolezni, je cilj raziskav razvoj novih pristopov in 
dostavnih sistemov za zdravljenje te bolezni. Eden izmed obetavnih pristopov je lokalni vnos 
probiotikov, ki imajo protibakterijsko delovanje. 
Namen te magistrske naloge bo z elektrostatskim sukanjem izdelati nanovlakna na osnovi 
PCL in vanje vgraditi potencialne probiotike v obliki spor. Predpostavljamo, da bodo spore 
preživele postopek izdelave nanovlaken. Iz izdelanih nanovlaken se bodo spore sproščale ob 
stiku z vodnim medijem in v ugodnih pogojih okolja vzkalile v vegetativno obliko bakterij. 
Predpostavljamo, da lahko na hitrost sproščanja spor vplivamo z dodatkom PEO v polimerno 
ogrodje na osnovi PCL. 
Spore bomo pripravili iz vegetativnih bakterij seva Bacillus sp. 25.2.M, ki ga bomo dobili z 
Inštituta Jožef Stefan. Pripravili bomo raztopino PCL brez in s sporami ter raztopine PCL s 
sporami z dodatkom PEO v štirih različnih deležih (5 %, 10 %, 20 %, 40 % glede na 
celokupno maso polimerov). Iz teh polimernih raztopin bomo s pomočjo elektrostatskega 
sukanja izdelali nanovlakna. Posebno pozornost bomo posvetili vrednotenju živosti spor v 
polimernih raztopinah pred in po končanem elektrostatskem sukanju in v izdelanih 
nanovlaknih. S SEM bomo vrednotili morfologijo nanovlaken, njihov povprečni premer in 
vgradnjo spor.  
Spremljali bomo sproščanje probiotikov v pufer in njihovo rast na agarju. S pomočjo optične 
mikroskopije bomo poskušali posneti kalitev spor iz nanovlaken in rast bakterij.  
  




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Spore 
- Sev spor Bacillus sp. 25.2.M pridobljen z Inštituta Jožefa Stefana (številka seva v 
genski banki: MG461560) 
3.1.2 Reagenti in topila 
- Prečiščena voda (Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Slovenija) 
- Ocetna kislina, glacialna, 100 %, p. a. (pro analysis), Merck KGaA (Darmstadt, 
Nemčija) ali J. T. Baker (Schwerte, Nemčija) 
- Aceton, p. a., Merck KGaA (Darmstadt, Nemčija) 
- Kloroform, ≥ 99,5 %, p. a., Merck KGaA (Darmstadt, Nemčija) 
- Manganov sulfat monohidrat, p. a., Merck (Darmstadt, Nemčija) 
- Natrijev klorid, p. a., Merck KGaA (Darmstadt, Nemčija) 
- Natrijev hidroksid, p. a., Merck KGaA (Darmstadt, Nemčija) 
- Kalijev dihidrogenfosfat, p. a., Merck KGaA (Darmstadt, Nemčija) 
- Metanol, J. T. Baker (Schwerte, Nemčija) 
- Etanol, denaturiran, 96 %, Pharmachem (Ljubljana, Slovenija) 
- Etanol, 96 %, Kefo d.o.o. (Ljubljana, Slovenija) 
- Incidin, Ecolab (Minnesota, ZDA) 
3.1.3 Snovi za pripravo gojišč 
- Agar, Invitrogen (Kalifornija, ZDA) 
- Hranljivo gojišče, Carl Roth (Karlsruhe, Nemčija) 
3.1.4 Polimeri za izdelavo nanovlaken 
- Polikaprolakton, MM = 80.000 g/mol, Sigma Aldrich (St. Louis, ZDA) 
- Polietilenoksid, MM = 400.000 g/mol, Sigma Aldrich (St. Louis, ZDA) 
- Natrijev jodid, p. a., Merck KGaA (Darmstadt, Nemčija) 
3.2 Aparature in laboratorijska oprema 
- Avtoklav A-21CA, Kambič (Ljubljana, Slovenija) 
- Sterilizator s suho toploto FN 500, Nüve (Akyurt/Ankara, Turčija) 




- LAF komora Variolab Mobilien W90, Waldner (Wangen, Nemčija) 
- Inkubator in mešalnik, Orbital Shaker-Incubator ES-20, Grant Instruments 
(Cambridge, Velika Britanija) 
- Naprava za elektrostatsko sukanje Fluidnatek LE100, Bioinicia (Valencija, Španija) 
- Optični mikroskop Olympus CX41RF (Tokio, Japonska) 
- Fotoaparat EOS Rebel T3 DS126291, Canon (Tokio, Japonska) 
- pH meter SevenCompact, Mettler Toledo (Columbus, ZDA) 
- Elektroda za pH meter Expert Pro-ISM pH, InLab, Mettler Toledo (Columbus, ZDA) 
- Centrifuga Centrifuge 5804 R, Eppendorf (Hamburg, Nemčija) 
- Centrifuga Centrifuge 5418 R, Eppendorf (Hamburg, Nemčija) 
- Analitska tehtnica XS205 Dual Range, Mettler Toledo (Columbus, ZDA) 
- Analitska tehtnica AG245, Mettler Toledo (Columbus, ZDA) 
- Magnetno mešalo, IKA-Werke (Staufen im Breisgau, Nemčija) 
- UV-VIS spektrofotometer Lambda 25, PerkinElmer (Massachusetts, ZDA) 
- 3D printer PRUSA i3 MK2, Prusa Research by Josef Prusa (Praga, Češka) 
- Termostat Ministat 125, Huber (New Jersey, ZDA) 
- Aluminijasta folija The Non-Stick, Bacofoil (Telford, Velika Britanija) 
- 5 mL brizge, Chirana T. Injecta (Stará Turá, Slovaška) 
- Plošče za pripravo trdnih gojišč, Deltalab (Barcelona, Španija) 
- 50 mL centrifugirke, TPP (Trasadingen, Švica) 
- Objektivna stekelca, Deltalab (Barcelona, Španija) 
- Krovna stekelca, Deltalab (Barcelona, Španija) 
- Vrstični elektronski mikroskop Supra 35 VP, Carl Zeiss (Oberkochen, Nemčija) 
3.3 Priprava raztopin, reagentov in gojišč 
3.3.1 Raztopine in reagenti 
Priprava 0,3 % (m/V) raztopine MnSO4×H2O 
Natehtali smo 0,15 g MnSO4×H2O ter s pomočjo prečiščene vode natehto kvantitativno 
prenesli v 50 mL bučko. Bučko smo s prečiščeno vodo dopolnili do oznake, jo zamašili z 
zamaškom, dobro premešali in sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C, 20 min in nadtlaku 1 bar.  
 
 




Priprava 50 mM fosfatnega pufra s pH 7,4 
Natehtali smo 6,8 g KH2PO4 in 1,2 g NaOH ter natehti kvantitativno prenesli v 1 L merilno 
bučko. Bučko smo skoraj do oznake dopolnili s prečiščeno vodo in s pH metrom izmerili 
pH. pH vrednost smo uravnali z 1 M raztopino NaOH ali 1 M raztopino HCl na pH 
7,40 ± 0,05. Nato smo bučko dopolnili s prečiščeno vodo do oznake in premešali. Tako 
pripravljen pufer smo sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C, 20 min in nadtlaku 1 bar. 
Priprava 0,9 % (m/V) raztopine NaCl  
Natehtali smo 9 g NaCl in vsebino kvantitativno prenesli v 1 L merilno bučko. Bučko smo 
do oznake dopolnili s prečiščeno vodo in dobro premešali. Pripravljeno raztopino smo 
sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C, 20 min in nadtlaku 1 bar. 
Priprava 70 % (V/V) etanola 
V litrsko bučko smo natehtali 665 g 96 % (V/V) etanola, dodali 335 g prečiščene vode in 
vsebino premešali. 
3.3.2 Gojišča 
Priprava tekočega gojišča za gojenje vegetativnih bakterij 
Za pripravo tekočega gojišča smo natehtali 4 g hranljivega gojišča v 500 mL steklenico, ki 
je primerna za avtoklaviranje, in dodali 500 mL prečiščene vode. Tako pripravljena 
raztopina je vsebovala 1,5 g govejega mesnega izvlečka in 2,5 g peptona iz želatine. pH je 
znašal 6,8 ± 0,2. Pripravljeno tekoče gojišče smo sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C, 20 min 
in nadtlaku 1 bar. 
Priprava trdnega gojišča 
Za pripravo trdnega gojišča smo v 500 mL steklenico, ki je primerna za avtoklaviranje, 
natehtali 6,38 g agarja in 1,70 g hranljivega gojišča ter dodali 425 mL prečiščene vode. 
Pokrito steklenico smo premešali in avtoklavirali pri 121 °C, 20 min in nadtlaku 1 bar. Ko 
se je sterilizirano gojišče ohladilo na približno 70 °C, smo ga vzeli iz avtoklava ter ga v LAF 
komori vlili v gojitvene plošče. Ko se je gojišče v ploščah strdilo, smo plošče zaprli in jih 
shranili do uporabe v hladilniku.  
 





3.4.1 Aseptično delo 
Raziskovalno delo smo izvajali v aseptičnih pogojih. Tako smo se trudili preprečiti 
kontaminacijo naših vzorcev z mikroorganizmi iz okolice, saj bi kontaminacija lahko vodila 
do napačnih rezultatov. Kljub temu da so bili mikroorganizmi, ki smo jih vgrajevali v 
nanovlakna, nepatogeni, smo pazili, da jih nismo razširjali v okolico. Za delo v aseptičnem 
pogojih morajo biti steklovina, pripomočki za delo, predmeti in gojišča za gojenje 
mikroorganizmov sterilizirani. Aseptično okolje smo skušali zagotavljali tako, da smo ves 
čas delali v bližini plamena plinskega gorilnika in delovno površino redno čistili s pomočjo 
70 % (V/V) etanola. Ezo, nož, pinceto in kladivo smo pred uporabo prebrisali s 70 % (V/V) 
etanolom, sterilizirali v plamenu in jih pred uporabo ohladili na sobno temperaturo. Večino 
materialov in pripomočkov, ki so prišli v stik z disperzijo spor v polimerni raztopini ali z 
nanovlakni z vgrajenimi bakterijami, smo sterilizirali s suho toploto, mikrocentrifugirke in 
nastavke za pipetiranje pa smo avtoklavirali.  
3.4.2 Protokol priprave spor seva 25.2.M 
Z ezo smo sev Bacillus sp. 25.2.M v 0,9 % (m/V) NaCl nanesli na agarne plošče, ki smo jih 
inkubirali 24 ur pri 37 °C, da so zrasle kolonije. S pomočjo eze smo v 50 mL tekočega gojišča 
nacepili izbrano samostojno kolonijo bakterij in prekrito inkubirali 24 h v inkubatorju pri 
37 °C in stresanju s hitrostjo 150 rpm. Tako smo pripravili prekonočno kulturo. Naslednji 
dan smo si pripravili dve litrski erlenmajerici z utori. V vsako smo prenesli 100 μL 
prekonočne kulture, 500 μL 0,3 % (m/V) MnSO4×H2O ter 500 mL steriliziranega tekočega 
hranljivega gojišča. MnSO4×H2O je sprožil sporulacijo bakterij. Erlenmajerici z utori smo 
prekrili s parafilmom in ju 3 dni inkubirali pri 37 °C in stresanju s hitrostjo 160 rpm. Čez 3 
dni smo zmanjšali hitrost stresanja na 120 rpm in vzorce inkubirali še naslednje 3 dni. Med 
inkubiranjem smo s pomočjo optične mikroskopije spremljali razmerje med sporami in 
vegetativno obliko bakterij v gojišču. Opazovali smo tudi motnost in barvo gojišča. Le-to se 
je spreminjalo od bistrega, svetlo rumeno-rjave barve, do motnega, temno rumeno-rjave 
barve.  
Po koncu inkubacije smo spore izolirali tako, da smo vzorce prenesli v 50 mL centrifugirke 
in jih centrifugirali 5 min pri 5000 rcf in 20 °C. Supernatant smo odstranili, usedlino pa 
dispergirali v 5 mL 0,9 % (m/V) raztopine NaCl. Redispergirane sedimente smo združili v 




dve 50 mL centrifugirki. Združene sedimente v centrifugirkah smo spirali pri enakih pogojih 
kot prej. Po vsakem spiranju smo odstranili supernatant, usedlino pa redispergirali v 40 mL 
0,9 % (m/V) raztopine NaCl. Po zadnjem centrifugiranju smo sediment dispergirali v 7 mL 
fosfatnega pufra in vsebino obeh centrifugirk združili v eni 50 mL centrifugirki. Razmerje 
med sporami in vegetativni oblikami bakterij smo nato preverili z optično mikroskopijo. 
3.4.3 Priprava raztopine PCL  
Pripravili smo 14 % (m/m) raztopino PCL z dodatkom 0,1 % (m/m) NaI v mešanici acetona 
in ocetne kisline v razmerju 30:70 (m/m). Najprej smo natehtali NaI in ga kvantitativno 
prenesli v erlenmajerico z obrusom. Raztopili smo ga v mešanici acetona in ocetne kisline, 
nato pa smo med mešanjem postopoma dodajali natehtan PCL in tako preprečili, da bi se le-
ta združil v agregate. Polimerno raztopino smo na magnetnem mešalu mešali 18 h. Zračne 
mehurčke smo pred elektrostatskim sukanjem iz polimerne raztopine izgnali tako, da smo 
polimerno raztopino postavili za 10 min v ultrazvočno kadičko. 
3.4.4 Priprava disperzije spor v raztopini PCL 
Polimerna raztopina s sporami, ki smo jo pripravili v mešanici acetona in ocetne kisline v 
razmerju 30:70 (m/m), je vsebovala 14 % (m/m) PCL, 0,1 % (m/m) NaI in teoretično 9,5 log 
CFU/g bakterijskih spor. Spore smo pripravili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.4.2. 
Disperzijo spor smo centrifugirali v 50 mL centrifugirki 10 min pri 6000 rcf, odstranili 
supernatant ter sediment trikrat spirali z 10 mL glacialne ocetne kisline. Spore smo nato 
dispergirali v ocetni kislini in disperzijo prenesli v erlenmajerico ter dodali mešanico topil. 
Sledila je 1 h mešanja disperzije spor na magnetnem mešalu, da so se spore homogeno 
dispergirale, nato pa smo postopoma med mešanjem na magnetnem mešalu dodajali natehtan 
PCL. Disperzijo spor v polimerni raztopini smo na koncu mešali še dodatnih 18 h na 
magnetnem mešalu.  
3.4.5 Priprava disperzije spor v raztopini PCL z dodatkom PEO 
Podobno kot smo pripravili raztopino PCL s sporami (poglavje 3.4.4), smo pripravili tudi 
disperzije spor v raztopini PCL z dodatkom PEO. Edina razlika je bila ta, da smo po 1-urnem 
mešanju spor v mešanici topil najprej dodali natehtan PEO in šele nato natehtan PCL. 
Količina dodanega PEO je variirala od 5 do 40 % (m/m) glede na skupno maso polimerov v 
vzorcu. Vzorce smo poimenovali glede na vsebnost PEO, ki ga je le-ta vseboval. Tako smo 
vzorec brez dodatka PEO poimenovali PCL vzorec, vzorec s 5 % dodatkom PEO smo 




poimenovali 5 % PEO vzorec in tako vse vzorce do zadnjega. Pripravili smo 5 vzorcev 
disperzije spor v polimerni raztopini, in sicer PCL vzorec, 5 % PEO, 10 % PEO, 20 % PEO 
in 40 % PEO vzorec. 
3.4.6  Izdelava polimernih nanovlaken z metodo elektrostatskega sukanja 
Iz raztopin PCL brez in s sporami ter brez in z dodatkom PEO smo z metodo elektrostatskega 
sukanja izdelali nanovlakna. Pred začetkom elektrostatskega sukanja smo komoro 
dezinficirali s 70 % (V/V) etanolom in v komori za pol ure prižgali UV lučko, da bi se 
izognili sekundarni kontaminaciji vzorcev. Pred elektrostatskim sukanjem smo polimerno 
raztopino za 10-15 min postavili v ultrazvočno kadičko, da smo izgnali zračne mehurčke, ki 
bi lahko motili proces izdelave nanovlaken. Polimerno raztopino smo nato napolnili v 
plastično brizgo in jo vpeli v napravo za elektrostatsko sukanje (slika 5). Elektrostatsko 
sukanje je potekalo s hitrostjo pretoka polimerne raztopine 750 – 1200 μL/h, električni 
napetosti na šobi + 15,8 kV in zbiralu 0 – - 4,0 kV, temperaturi v izolirni komori 20 °C in 
relativni vlažnosti 40 %. Nanovlakna smo zbirali na cilindričnem zbiralu s premerom 7,5 
cm, ki je bilo od šobe oddaljeno 20 cm in se je vrtelo s hitrostjo 100 rpm. Nanovlakna smo 
zbirali tudi na steriliziranih krovnih stekelcih, ki smo jih pritrdili na zbiralo. Vrednosti 
ključnih parametrov elektrostatskega sukanja so variirale glede na prisotnost oziroma 
odsotnost PEO v polimerni raztopini in so navedene v preglednici II. 
Preglednica II: Pogoji elektrostatskega sukanja za izdelavo PCL nanovlaken z in brez 
dodatka PEO. 
Parametri PCL nanovlakna PCL nanovlakna z 
dodatkom PEO 
Pretok [μL/h] 1200 750 
Napetost (Igla) [kV] + 15,8 + 15,8 
Napetost (Zbiralo) [kV] 0 - 4,0 















Slika 5: Naprava za elektrostatsko sukanje: a) razstavljena šoba, b) delno sestavljena šoba, 
c) Taylorjev stožec med elektrostatskim sukanjem, d) naprava Fluidnatek in njeni sestavni 
deli. 
 
3.4.7 Vrednotenje preživetja spor z metodo nakapljane plošče 
Preživetje spor, ki ga izražamo kot število kolonijskih enot (CFU, ang. Colony forming unit) 
na mL, mg ali g vzorca, smo vrednotili z metodo nakapljane plošče. Za vsak vzorec smo 
pripravili redčitveno vrsto s faktorjem 10 med posameznimi redčitvami v 50 mM raztopini 
fosfatnega pufra s pH 7,4 ali v 0,9 % (m/V) raztopini NaCl. Na trdna gojišča, ki smo jih 
pripravili po postopku opisanem v poglavju 3.3.2, smo na pet različnih mest nanesli 10 μL 
alikvote vzorca posamezne redčitve. Trdna gojišča smo inkubirali 24 h pri sobni temperaturi 
in nato prešteli število kolonij, ki so zrasle pri posameznem nanosu. Kot števno število 
kolonij smo upoštevali število kolonij v območju med 3 in 30. Pri proučevanju preživetja 




spor v organskih topilih (poglavje 3.4.9) smo na ploščo s trdnim gojiščem nanesli 100 µL 
vzorca in ga razmazali s spatulo po Drigalskem. V tem primeru so bile števne gojitvene 
plošče na katerih je zraslo med 30 in 300 kolonij. Posamezno vrednotenje preživetja spor 
smo izvedli v triplikatu. 
3.4.8 Teoretična koncentracija spor v polimerni raztopini 
Teoretična koncentracija živih spor v polimerni raztopini je količina živih spor, ki smo jih 
dodali v polimerno raztopino in smo jo določili računsko tako, da smo predpostavili, da pri 
prenosu oz. dispergiranju spor v polimerni raztopini ni bilo nobenih izgub živih spor. 
Izračunano teoretično koncentracijo živih spor smo nato primerjali z eksperimentalno 
določeno koncentracijo živih spor pred dodatkom polimerov in s koncentracijo živih spor po 
koncu elektrostatskega sukanja.  
3.4.9 Vrednotenje preživetja bakterijskih spor v mešanici organskih topil pred 
dodatkom polimera 
Preživetje spor v mešanici acetona in ocetne kisline v razmerju 30:70 (m/m) smo vrednotili 
pred dodatkom polimera. Bakterijske spore so bile izpostavljene mešanici organskih topil 
12 h. Odpipetirali smo 100 μL disperzije s sporami v mešanici organskih topil in dodali 900 
μL fosfatnega pufra ter vsebino centrifugirali 10 min pri 6000 rcf. Odstranili smo supernatant 
ter spore sprali z 1 mL fosfatnega pufra. Sledilo je redispergiranje spor v fosfatnem pufru in 
ponovno centrifugiranje pri enakih pogojih kot prej. Ponovno smo odstranili supernatant in 
dodali 1 mL fosfatnega pufra. S pomočjo metode nakapljane plošče smo nato določili 
koncentracijo živih spor v posameznem vzorcu.  
3.4.10 Morfologija nanovlaken  
S pomočjo SEM smo morfološko ovrednotili nanovlakna. Po končanem elektrostatskem 
sukanju smo aluminijasto folijo z nanovlakni narezali na majhne kvadratne koščke in jih s 
pomočjo obojestranskega prevodnega lepilnega traku namestili na kovinske nosilce, ki smo 
jih pritrdili na delovno mizico SEM (slika 6). Analizo vzorcev smo izvedli pri pospeševalni 
napetosti 1 kV in s pomočjo sekundarnega detektorja zajeli slike naših vzorcev. S pomočjo 
računalniškega programa ImageJ 1.52n smo posnete slike analizirali in izmerili premer 50 
naključno izbranih nanovlaken. Posneli smo tudi slike nanovlaken po končanem testu 
sproščanja v fosfatnem pufru tj. po 25 dneh. 





Slika 6: Delovna mizica SEM z 8 nosilci z vzorci nanovlaken. 
 
3.4.11 Vrednotenje preživetja bakterijskih spor v polimerni raztopini po koncu 
elektrostatskega sukanja 
Po koncu elektrostatskega sukanja smo v štirih paralelkah natehtali približno 200 mg 
polimerne raztopine s sporami v 1,5 mL mikrocentrifugirke in dodali 1 mL glacialne ocetne 
kisline. Vsebino v mikrocentrifugirkah smo redispergirali z vorteksiranjem in nato 
centrifugirali 10 min pri 6000 rcf. Supernatant smo odstranili, usedlino pa ponovno 
redispergirali v 1 mL glacialne ocetne kisline in centrifugirali 10 min pri 6000 rcf. Nato smo 
supernatant odstranili in usedlino sprali z 1 mL fosfatnega pufra, vsebino redispergirali v 
fosfatnem pufru in centrifugirali pri prej navedenih pogojih. Supernatant smo odstranili, 
usedlino pa še enkrat sprali s fosfatnim pufrom. Po redispergiranju v 1 mL fosfatnega pufra  








3.4.12 Vrednotenje preživetja spor v nanovlaknih 
Najprej smo določili teoretično vsebnost spor v nanovlaknih (enačba 1), pri čemer smo maso 
spor in maso dodanega NaI v izračunu zanemarili.   
𝑇𝑒𝑜𝑟𝑒𝑡𝑖č𝑛𝑎 𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑠𝑝𝑜𝑟 𝑣 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑣𝑙𝑎𝑘𝑛𝑖ℎ = 𝑐 ×  
𝑚1
𝑚2
     Enačba 1 
c = koncentracija bakterijskih spor v polimerni raztopini po koncu elektrostatskega sukanja 
m1 = celokupna masa polimerne raztopine s sporami  
m2 = masa (PEO + PCL) + masa spor + masa NaI  
 
Nanovlakna smo 12 h po elektrostatskem sukanju razrezali na približno enako velike kose z 
maso približno 10 mg in jih s pomočjo pincete prenesli v mikrocentrifugirke. Vzorcem smo 
nato dodali 1 mL ocetne kisline. Vzorce smo vorteksirali in stresali tako dolgo, da so se 
nanovlakna popolnoma raztopila. Potem smo nastalo disperzijo centrifugirali 10 min pri 
6000 rcf. Supernatant smo odstranili ter vsebino redispergirali v 1 mL glacialne ocetne 
kisline in centrifugirali 10 min pri 6000 rcf. Supernatant smo nato zavrgli in usedlino sprali 
z 1 mL fosfatnega pufra. Sledilo je centrifugiranje pri enakih pogojih kot prej in spiranje s 
fosfatnim pufrom, kar smo ponovili dvakrat. V zadnji stopnji smo dodali 1 mL fosfatnega 
pufra ter vrednotili koncentracijo živih spor s pomočjo metode nakapljane plošče.  
3.4.13 Sproščanje probiotikov v fosfatni pufer 
Sproščanje spor v fosfatni pufer smo vrednotili pri vseh izdelanih nanovlaknih, ki so 
vsebovala vgrajene spore. Vzorce vlaken v obliki kroga s premerom 18 mm smo z nosilca 
(aluminijaste folije) izrezali v bližini plamena plinskega gorilnika s pomočjo posebnega 
krožnega kovinskega rezila, jih stehtali ter nato prenesli v viale, ki smo jih predhodno 
sterilizirali (poglavje 3.4.1). V vsako vialo smo nato dodali 10 mL fosfatnega pufra s pH 7,4. 
Vzorce smo stresali s hitrostjo 120 rpm pri 37 °C. Iz vial smo po 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h, 
1 tednu in 2 tednih odvzeli vzorce v 1,5 mL mikrocentrifugirke. Iz vsake viale smo ob času 
vzorčenja odpipetirali dva vzorca, in sicer 200 μL in 100 μL v posamezno 
mikrocentrifugirko. Mikrocentrifugirka, ki je vsebovala 200 μL vzorca je služila za 
neposreden nanos vzorca na agar plošče, drugo pa smo shranili za morebitno dodatno 
redčitev, če se je izkazalo, da je le-ta potrebna. Za določanje števila živih spor, ki so se 
sprostile iz nanovlaken, smo uporabili metodo nakapljane plošče. 




3.4.14 Sproščanje spor iz nanovlaken in rast probiotika na agarju 
Uporabili smo trdna gojišča, ki so vsebovala agar in hranljivo gojišče. Te smo si predhodno 
pripravili in jih hranili v zamrzovalniku. Podobno kot pri testu sproščanja probiotikov v 
fosfatni pufer smo tudi tukaj s pomočjo kovinskega rezila s premerom 18 mm in kladiva 
izrezali kroge vzorcev nanovlaken. Nanovlakna so vsebovala 14 (m/m) % PCL, 0,1 (m/m) % 
NaI ter 0 do 40 (m/m) % PEO. Pri njihovi izdelavi smo uporabili rotirajoče zbiralo. Vzorce 
nanovlaken v obliki krogov s premerom 18 mm smo položili na sredino trdnih gojišč. Po 
24 h, 48 h, 72 h, 1 tednu ter 2 tednih smo merili širino pasu razraslih bakterij, ki so se 
razmnožile na agarju v okolici vzorcev nanovlaken. 
3.4.15 Spremljanje rasti probiotika iz nanovlaken pod optičnim mikroskopom v 
realnem času 
Na objektno stekelce smo namestili plastično ogrodje izdelano s 3D tiskanjem in ga na 
stekelce zalepili z lakom za nohte (slika 7). V to ogrodje smo nato odpipetirali 450 μL 
gojišča, ki je vsebovalo agar in hranljivo gojišče v razmerju kot je opisano v poglavju 3.3.2. 
Objektna stekelca z nanešenim gojiščem smo pustili stati 24 h, pri sobni temperaturi, da se 
je agar strdil. Nato smo na trdno gojišče nanesli še 40 μL tekočega hranljivega gojišča. Takoj 
po nanosu tekočega gojišča smo na ogrodje namestili krovna stekelca z nanovlakni in jih na 
ogrodje pritrdili s pomočjo laka za nohte, da bi tako preprečili prosto gibanje stekelca in 
izhlapevanje medija. Tako pripravljen preparat smo nato 24 h opazovali pod optičnim 
mikroskopom in vsakih 30 min posneli sliko vzorca. Te slike smo nato analizirali in združili 
v zaporedje, ki je tvorilo film oz. časovni potek izraščanja. Tako smo lahko spremljali kalitev 
spor v vegetativno obliko bakterij in njihovo nadaljnje razmnoževanje. 
 





Slika 7: Ogrodje z vzorcem nanovlaken za opazovanje rasti bakterij pod optičnim 
mikroskopom v realnem času. 
3.4.16 Statistične metode 
V magistrski nalogi smo s pomočjo programa OriginPro 2017, OriginLab izvedli statistične 
analize. Za medsebojno primerjavo premera PCL nanovlaken s sporami in brez spor smo 
izvedli t-test, Analizo variance (ANOVO) oziroma natančneje post hoc Tukey test pa smo 
uporabili za primerjavo različnih vzorcev PCL nanovlaken s sporami z dodatkom in brez 
dodatka PEO ter ugotavljanje morebitnih statističnih razlik med debelinami plasti različnih 
vzorcev nanovlaken. 
  




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Morfologija PCL nanovlaken z vgrajenimi sporami  
V naši raziskavi smo pripravili nanovlakna z elektrostatskim sukanjem. Glede na sestavo 
lahko izdelana nanovlakna razdelimo v dve skupini: PCL nanovlakna in PCL nanovlakna z 
dodatkom PEO.  
Za pripravo PCL nanovlaken z elektrostatskim sukanjem so potrebna organska topila, ki 
omogočajo raztapljanje polimera(ov), ki je (so) gradnik(i) nanovlaken. Uporabljena 
organska topila pa običajno ubijejo bakterije v vegetativni obliki, zato smo za vgrajevanje v 
nanovlakna pripravili spore izbranega seva bakterij, ki so bolj odporne na različne stresne 
dejavnike (53). Spore bakterij seva 25.2.M so v dolžino povprečno merile 1530 ± 20 nm, v 




Slika 8: SEM slika vegetativne oblike bakterije (a) in sliki bakterijskih spor seva 25.2.M 
pri večji (b) in manjši (c) povečavi. 




Uspešno smo izdelali PCL nanovlakna brez spor iz raztopine polimera v mešanici organskih 
topil (aceton : ocetna kislina v razmerju 30 : 70 (m/m)). Povprečni premer nanovlaken je bil 
290 ± 40 nm. Nanovlakna so bila podobnih premerov in prepletena med seboj (slika 9). Pri 
PCL nanovlaknih s sporami je premer nekoliko bolj variiral napram PCL nanovlaknom brez 
spor. Prav tako so bila v nasprotju s PCL nanovlakni brez spor manj prepletena. Povprečen 
premer nanovlaken s sporami je bil 660 ± 320 nm. Spore so bile vgrajene v nanovlakna, kar 
kaže slika 9. Na mestu, kjer predvidevamo, da so bile spore vgrajene v nanovlakna, je opazna 
struktura, ki ima enako obliko in velikost kot spore. To je bolj opazno pri nanovlaknih 
manjših premerov, medtem ko teh struktur pri nanovlaknih z večjim premerom nismo 
opazili. »Odlitek morfologije« spor vgrajenih v nanovlakna je enak morfologiji spor, ki so 
bile posušene na zraku iz vodne disperzije (slika 8). Drugih posebnih struktur v nanovlaknih 
ni bilo vidnih. Na PCL nanovlaknih brez spor so bili ponekod vidni majhni kristali, ki so 
verjetno posledica kristalizacije KI, ki smo ga dodali v nanovlakna (slika 9). 
 
Slika 9: SEM slike PCL nanovlaken brez spor in s sporami pri manjši (levo) in večji 
(desno) povečavi. 




Večji kot je bil delež PEO, ki so ga nanovlakna vsebovala, večji je bil njihov premer 
(preglednica III). Premer PCL nanovlaken s sporami je bil 320 ± 60 nm, medtem ko so imela 
vlakna z dodatkom 40 % PEO povprečni premer kar 1110 ± 130 nm. Opazili pa smo, da so 
bila nanovlakna z večjim deležem PEO manj enotnih debelin. Pri vzorcu nanovlaken s 5 % 
PEO smo vgrajene spore še dokaj enostavno prepoznali, saj je bil povprečni premer PCL 
nanovlaken s 5 % PEO manjši od povprečnega premera spor (slika 10). Že pri vzorcu PCL 
nanovlaken z 10 % PEO je bilo v nanovlakna vgrajene spore precej težje prepoznati, saj je 
bil premer nanovlaken primerljiv širini spor (premer nanovlaken 770 ± 170 μm, širina spor 
pa 844 ± 9 nm). Enako velja tudi za premer PCL nanovlaken z dodatkom 20 % PEO, kjer so 
bile spore najverjetneje skrite znotraj polimernega ogrodja nanovlaken in zato manj vidne 
oz. nevidne na SEM slikah nanovlaken. Podobno dolžino in širino spor so ugotovili tudi v 
raziskavi M. Carrera in sodelavcev (67). Na sliki 10 so prikazana tudi PCL nanovlakna s 
40 % PEO, v katera so najverjetneje vgrajene spore. Ker je premer teh vlaken (1110 ± 
130 nm) večji od širine spor, ki merijo 844 ± 9 nm, so tudi tukaj spore najverjetneje skrite 
znotraj polimernega ogrodja nanovlaken. Izbokline, ki so vidne na nanovlaknih, pa so 
predvidoma posledica vgrajenih spor. Na podlagi rezultatov lahko zaključimo, da lahko z 
veliko gotovostjo potrdimo uspešno vgradnjo spor v PCL nanovlakna z manjšo vsebnostjo 
PEO. Takšna nanovlakna so bila PCL nanovlakna brez dodatka PEO, s 5 % PEO in z 10 % 
PEO. Njihovi premeri so bili manjši oz. primerljivi s širino spor. PCL nanovlakna z 20 % in 
40 % PEO so bila debelejša  od širine spor, zato smo lahko pri teh vzorcih zgolj predvidevali 















Debelina plasti nanovlaken 
[μm] 
PCL brez spor 0,29 ± 0,04 59 ± 4 
PCL s sporami 0,32 ± 0,06 54 ± 2 
5 % PEO 0,62 ± 0,11 56 ± 2 
10 % PEO 0,77 ± 0,17 61 ± 5 
20 % PEO 0,87 ± 0,12 68 ± 7 
40 % PEO 1,11 ± 0,13 71 ± 4 





Slika 10: SEM slike PCL nanovlaken z dodatkom 5 %, 10 %, 20 % in 40 % PEO in 
vgrajenimi sporami pri manjši (levo) in večji (desno) povečavi. 




4.1.1 Debelina plasti PCL nanovlaken z vgrajenimi sporami 
Pri izdelavi vseh vzorcev nanovlaken sta bila čas elektrostatskega sukanja in razdalja med 
zbiralom in iglo enaka, medtem ko smo električno napetost in pretok polimerne raztopine s 
sporami prilagajali tako, da smo pripravili sloje nanovlaken čim bolj primerljivih debelin, 
saj lahko le-ta pomembno vpliva na hitrost sproščanja vgrajenih spor. Debelino plasti sloja 
nanovlaken smo izmerili s pomočjo optičnega mikroskopa (slika 11). Povprečna debelina 
plasti nanovlaken pripravljenih vzorcev je bila 61,5 ± 6,7 μm. Debelina plasti nanovlaken je 
bila največja pri nanovlaknih s 40 % PEO, najmanjša pa pri PCL nanovlaknih s sporami 
(preglednica III).  
 
 
Slika 11: Debelina plasti PCL nanovlaken brez spor posneta z optičnim mikroskopom. 
 
 




4.1.2 Statistična analiza premera in debeline plasti nanovlaken 
Ker smo želeli preveriti, ali obstaja med posameznimi vzorci nanovlaken, njihovimi 
povprečnimi premeri in debelinami plasti nanovlaken kakšna korelacija, smo se lotili 
statistične analize. Med PCL nanovlakni s sporami in PCL nanovlakni brez spor obstaja 
signifikantna razlika v povprečnem premeru nanovlaken (p < 0,05). PCL nanovlakna, ki so 
vsebovala spore, so bila debelejša, in sicer je bil njihov povprečni premer 0,32 ± 0,06 µm, 
medtem ko je bil povprečni premer PCL nanovlaken brez spor 0,29 ± 0,04 µm. Povprečni 
premer PCL nanovlaken, v katere so bile vgrajene spore, je bil signifikantno manjši v 
primerjavi s PCL nanovlakni z dodatkom 40 % PEO (p < 0,05), in sicer 0,32 ± 0,06 µm v 
primerjavi z 1,11 ± 0,13 µm. Prav tako je ANOVA s post hoc Tukey testom pri medsebojni 
primerjavi vseh preostalih vzorcev pokazala signifikantne razlike (p < 0,05). Vzorci, ki smo 
jih medsebojno primerjali, so bili: PCL nanovlakna s sporami in PCL nanovlakna s 5 % 
PEO, 10 % PEO, 20 % PEO in 40 % PEO. 
Debelina plasti nanovlaken je prav tako pomemben parameter pri vrednotenju nanovlaken. 
ANOVA s post hoc Tukey testom je pokazala, da pri večini vzorcev ni bilo signifikantne 
razlike v debelini plasti nanovlaken (p < 0,05). Izjema sta bila vzorec PCL nanovlaken s 40 
% PEO in PCL nanovlakna brez PEO, katerih debelina plasti nanovlaken se je signifikantno 
razlikovala. Debelina plasti PCL nanovlaken brez dodatka PEO je bila signifikantno manjša, 
tj. 54 ± 2 µm v primerjavi z vzorcem, ki je vseboval 40 % PEO in je imel debelino plasti 
nanovlaken 71 ± 4 µm. Signifikantno manjša je bila tudi debelina plasti PCL nanovlaken z 
dodatkom 5 % PEO, ki je merila 56 ± 2 µm v primerjavi z debelino plasti PCL nanovlaken 
z dodatkom 40 % PEO, ki je merila 71 ± 4 µm. 
4.2 Vrednotenje preživetja spor v polimernih raztopinah in nanovlaknih 
Namen preučevanja preživetja spor je bil ugotoviti, kako različni stresni dejavniki med 
postopkom priprave nanovlaken vplivajo na njihovo preživetje. Želeli smo ugotoviti, ali se 
spremeni število živih spor med samim procesom elektrostatskega sukanja, pri katerem 
uporabljamo tudi organska topila. Le-ta so nujno potrebna za pripravo PCL nanovlaken, a 
lahko negativno vplivajo na živost spor. Vrednotili smo, kakšno je preživetje spor v mešanici 
organskih topil pred dodatkom polimera oz. polimerov, kakšno je njihovo preživetje v 
polimerni raztopini po koncu elektrostatskega sukanja (po 30 h v mešanici topil) in kakšno 
je preživetje spor v nanovlaknih. Prav tako smo izračunali teoretično koncentracijo spor v 




polimerni raztopini in teoretično količino vgrajenih spor v nanovlaknih. Vse vrednosti smo 
podali v logaritemskih enotah. 
Pri vzorcu PCL nanovlaken brez dodatka PEO smo v polimerno raztopino dodali 9,41 ± 0,95 
CFU/g polimerne raztopine spor, kar smo poimenovali teoretična koncentracija spor v 
polimerni raztopini. Po izpostavitvi spor mešanici organskih topil (aceton : ocetna kislina v 
razmerju 30 : 70) in pred dodatkom polimera v disperzijo spor smo s pomočjo metode 
nakapljane plošče določili koncentracijo živih bakterijskih spor v posameznem vzorcu in iz 
razlike koncentracij ugotovili število bakterijskih spor, ki so preživele v mešanici topil. Pri 
vzorcu raztopine PCL je koncentracija živih spor znašala 8,72 ± 0,50 CFU/g disperzije, kar 
pomeni, da se je koncentracija živih spor v mešanici topil zmanjšala približno 10 – krat. Po 
koncu elektrostatskega sukanja, ki je pri vseh vzorcih trajalo 8 h, smo ponovno določili 
koncentracijo živih spor v polimerni raztopini. Dodaten čas izpostavljenosti spor mešanici 
topil je koncentracijo živih bakterijskih spor nekoliko znižal. Koncentracija živih spor je 
tako znašala 8,21 ± 0,38 CFU/g polimerne raztopine, kar pomeni, da se je število živih spor 
skupno zmanjšalo za več kot 1 logaritemsko enoto (slika 12). 
 
 









































Pristop, ki smo ga uporabili za določanje preživetja spor v raztopini PCL, smo uporabili tudi 
pri vseh preostalih vzorcih. Pri pripravi nanovlaken je bilo ključnega pomena, da je bila 
teoretična koncentracija spor v vseh vzorcih približno enaka. V povprečju je le-ta znašala 
9,60 ± 0,17 CFU/g polimerne raztopine. Največja je bila pri nanovlaknih, ki so poleg PCL 
vsebovala tudi 10 % PEO, in sicer 9,78 ± 0,17 CFU/g polimerne raztopine. Sledil je vzorec 
polimerne raztopine z dodatkom 20 % PEO in 40 % PEO, nato pa še vzorec PCL raztopine 
brez dodatka PEO in vzorec PCL nanovlaken z dodatkom 5 % PEO. Koncentracija živih 
spor v polimernih raztopinah z dodatkom 5 % PEO in koncentracija živih spor v raztopini 
PCL brez dodatka PEO je bila primerljiva (slika 13).  
Koncentracije živih bakterijskih spor pred dodatkom polimera pri različnih vzorcih so bile 
primerljive, kar je pričakovano, saj smo pri vseh vzorcih uporabili enako zmes topil, in sicer 
mešanico acetona in ocetne kisline v razmerju 30:70 (m/m) (slika 13). 
Tudi po elektrostatskem sukanju je bila koncentracija živih spor v polimernih raztopinah 
primerljiva. V povprečju je bila koncentracija živih spor po elektrostatskem sukanju 8,48 
CFU/g polimerne raztopine (slika 13).  
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Kot osnovo za izračun teoretične vsebnosti živih spor v nanovlaknih smo uporabili podatke 
o koncentraciji živih spor po elektrostatskem sukanju v polimernih raztopinah. Vse vrednosti 
smo podali v logaritemskih enotah. Pri PCL nanovlaknih je ta teoretična vsebnost znašala 
9,06 ± 0,38 CFU/g nanovlaken, eksperimentalno pa smo določili nekoliko manjšo vsebnost 
v nanovlaknih, in sicer 8,00 ± 0,63 CFU/g nanovlaken (slika 14). 
 
 
Slika 14: Vsebnost živih spor v PCL nanovlaknih. 
 
Teoretična vsebnost živih spor v vseh izdelanih nanovlaknih je bila primerljiva (slika 15). 
Eksperimentalno določena vgradnja spor v nanovlakna je pokazala, da je med izdelavo, ne 
glede na sestavo nanovlaken, preživelo približno enako število bakterijskih spor, zato je bila 








































Slika 15: Vsebnost živih spor v nanovlaknih. 
 
 
Ugotovili smo, da so koncentracije živih bakterijskih spor v mešanici topil pred dodatkom 
polimera(ov) kot koncentracije v polimernih raztopinah po elektrostatskem sukanju ter 
eksperimentalno določene vsebnosti živih spor v nanovlaknih medsebojno primerljive. 
Sestava nanovlaken ni vplivala na preživetje spor, so pa eksperimentalno določene vrednosti 
manjše od teoretično izračunanih. Izpostavitev spor mešanici topil je že v nekaj urah 
zmanjšala koncentracijo živih spor, kar kaže, da določen delež spor ni bil sposoben preživeti 
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4.3 Sproščanje spor iz nanovlaken v pufer 
Poroznost nanovlaken po izpostavitvi vodnemu mediju je odvisna od deleža PEO, ki ga 
nanovlakna vsebujejo. S pomočjo SEM smo posneli slike vzorcev nanovlaken, ki smo jih 
72 ur inkubirali v pufru (slika 16). PCL nanovlakna so po 72 urah ostala praktično 
nespremenjena, saj se njihovo ogrodje v pufru ni začelo raztapljati. Na drugi strani pa 
nanovlakna z dodatkom 40 % PEO kažejo znake poroznosti. Posamezne spore so se že 
sprostile iz nanovlaken, ogrodje pa se je v pufru zaradi prisotnosti PEO začelo na več mestih 
raztapljati.  
 
Slika 16: PCL nanovlakna in PCL nanovlakna z dodatkom 40 % PEO, ki so bila 72 h 
izpostavljena pufru. 
 
Test smo ponovili tako, da smo vzorce inkubirali v pufru 25 dni. Ker je bilo na voljo več 
časa, so se spore začele sproščati tudi iz PCL nanovlaken brez dodanega PEO, kar se kaže 
kot pore v strukturi nanovlaken (slika 17) Vzorec PCL nanovlaken z dodatkom 40 % PEO 
pa je bil po 25 dneh že zelo porozen, saj so bile opazne številne pore. Te pore in porozno 
ogrodje so torej posledica raztapljanja PEO v pufru in sproščanja spor, PCL pa je ostal kot 
preostanek ogrodja, saj se v pufru zelo počasi razgrajuje (slika 17).  





Slika 17: PCL nanovlakna in PCL nanovlakna z dodatkom 40 % PEO, ki so bila 25 dni 
izpostavljena pufru pri manjši (levo) in večji (desno) povečavi. 
 
Najhitreje so se sproščale spore iz PCL nanovlaken z dodatkom 40 % PEO, saj je ta vrsta 
nanovlaken tudi najbolj porozna po izpostavitvi vodnemu mediju. Sledila so PCL 
nanovlakna z dodatkom 20 % PEO, 10 % PEO in 5 % PEO. Najpočasneje so se spore 
sproščale iz PCL nanovlaken, ki niso imele dodanega PEO. Iz teh nanovlaken se je sprostilo 
najmanj spor. Iz nanovlaken z dodatkom 40 % PEO se je sprostilo več kot 3 x 107 CFU/g 
nanovlakna, medtem ko se je v istem času iz PCL nanovlaken sprostilo približno 3 x 106 











Slika 18: Profili sproščanja spor iz nanovlaken v pufer (časovno obdobje od 0 do 28 dni). 
 
Profili sproščanja spor iz nanovlaken kažejo, da se večina spor iz nanovlaken z veliko 
vsebnostjo PEO (20 % in 40 %) sprosti v prvih 8 h (sliki 18 in 19). V tem času se sprosti 
83 % vseh spor pri nanovlaknih z 20 % PEO in 81 % pri nanovlaknih s 40 % PEO. Pri teh 
nanovlaknih je tudi začetno sproščanje spor najhitrejše. Po približno 30 h se pri teh 
nanovlaknih spore prenehajo sproščati, kar se na profilu sproščanja kaže kot plato (slika 19). 
Iz nanovlaken z manjšo vsebnostjo PEO (5 % in 10 %) se spore sproščajo dalj časa, in sicer 
se plato na profilu sproščanja pojavi šele po 50 h. Podoben trend sproščanja spor velja tudi 
za PCL nanovlakna brez dodatka PEO, a je hitrost sproščanja spor v primerjavi z ostalimi 
vzorci nanovlaken znatno manjša. Po izpostavitvi mediju so bila bolj porozna nanovlakna 
tista, ki so vsebovala večji delež PEO, zato so se spore sproščale hitreje ter v večjem deležu. 
Pri manj poroznih nanovlaknih po izpostavitvi mediju in pri nanovlaknih brez dodanega 
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Slika 19: Profili sproščanje spor iz nanovlaken v pufer (časovno obdobje od 0 do 72 h). 
 
Slika 20 prikazuje, da so se v največjem obsegu sprostile spore iz nanovlaken z 10 % PEO, 
kjer se je sprostilo 27 % vseh spor, sledijo nanovlakna s 5 % PEO, kjer se je sprostilo 25 % 
spor. Pri nanovlaknih s 40 % PEO in pri nanovlaknih z 20 % PEO sta se sprostila primerljiva 
deleža spor iz nanovlaken, in sicer 21,5 % pri nanovlaknih s 40 % PEO in 21 % pri 
nanovlaknih z 20 % PEO. Najmanj spor (le 3 %) se je sprostilo iz PCL nanovlaken brez 
PEO. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da dodatek PEO v PCL nanovlakna 
omogoči večji obseg sproščanja spor iz ogrodja nanovlaken. Kljub temu pa je tudi v 
nanovlaknih, kjer se je sprostil največji delež spor tj. pri PCL nanovlaknih z 10 % PEO, 
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Slika 20: Delež sproščenih spor iz nanovlaken glede na celokupno število spor, ki so bile 
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4.4 Sproščanje spor iz nanovlaken in rast probiotika na agarju 
S pomočjo prirejenega testa smo proučevali sproščanje spor iz nanovlaken in kalitev spor 
ter rast bakterij na agarju. Poskus je trajal 4 tedne, merili pa smo cono rasti bakterij, ki so se 
začele razraščati okrog vzorca nanovlaken na agarju (slika 21). Merili smo največjo širino 
cone, ki se je neprekinjeno stikala z nanovlakni. V prvih 24 h je cona rasti bakterij pri vseh 
vzorcih merila 0 mm. Za zaznavo sproščenih spor in rast bakterij na agar ploščah je bilo 
potrebnih vsaj 48 h. Šele po 48 h smo lahko pri nanovlaknih z 20 % PEO in pri nanovlaknih 
s 40 % PEO zaznali razraščanje bakterij. Pri nanovlaknih z 20 % PEO je cona rasti po 48 h 
v povprečju merila 2 mm, pri nanovlaknih s 40 % PEO pa 7 mm. Pri ostalih vzorcih je bila 
po 48 h cona rasti bakterij opazna, a je ni bilo mogoče izmeriti (širina cone < 1 mm). Pri 
nanovlaknih s 5 % PEO in 10 % PEO smo cono rasti lahko izmerili po 72 h, pri PCL 
nanovlaknih brez PEO pa šele po 120 h. Rezultati so skladni s sproščanjem spor v pufer 
(poglavje 4.3), saj so se tudi tukaj spore najhitreje sproščale in bakterije razrastle iz vzorca 
nanovlaken s 40 % PEO. Cona rasti je po štirih tednih pri nanovlaknih s 40 % PEO v 
povprečju merila kar 32 mm. Sledile so cona rasti pri nanovlaknih z 20 % PEO, 10 % PEO 
in 5 % PEO. Najmanjšo cono rasti smo po 4 tednih izmerili pri PCL nanovlaknih brez 
dodanega PEO, in sicer je le-ta v povprečju merila 17 mm. Pri vseh vzorcih, kjer so 
nanovlakna vsebovala PEO, se je cona rasti najhitreje povečevala tekom prvega tedna, kar 
se na sliki 22 vidi kot najstrmejši dvig krivulje rasti. PCL nanovlakna so spore v agar 
najhitreje sproščala v drugem tednu. Hitrost sproščanja spor iz nanovlaken se je nato verjetno 
začela postopoma zmanjševati, zato so se velikosti con v tretjem in četrtem tednu v 
primerjavi s prvim in drugim tednom počasneje povečevale. Morda je bilo nadaljnje 
povečevanje con rasti le posledica že sproščenih spor, ki so se le razmnoževale. 
 
 





Slika 21: Rast bakterij na agarju po sproščanju spor iz nanovlaken po 1 dnevu ter po 1, 2 
in 4 tednih. 
 














































4.5 Spremljanje rasti probiotika po sproščanju spor iz nanovlaken v realnem 
času 
S pomočjo optičnega mikroskopa smo posneli kalitev spor iz nanovlaken in rast probiotika 
(slike 23-25). Procesa sproščanja spor na agarju s pomočjo optičnega mikroskopa ni bilo 
mogoče videti. Pri PCL nanovlaknih brez dodatka PEO je prišlo do kalitve spor med 9. in 
12. uro od stika nanovlaken z medijem (slika 24). Rast probiotika se vidi na slikah, ki smo 
jih posneli po 15 h in kasneje (slika 24). Čas, pri katerem pride do kalitve spor in izraščanja 
iz nanovlaken, je odvisen od sestave nanovlaken. Probiotiki so iz vzorca PCL nanovlaken 
brez dodanega PEO začeli izraščati najkasneje, in sicer šele 12 do 15 h po začetku poskusa. 
Kalitev spor in rast probiotika smo spremljali 30 h (slika 23). Za bolj nazorni prikaz rasti 
probiotika smo izseke slik povečali (slika 24). 
 
Slika 23: Sproščanje spor iz PCL nanovlaken, njihova kalitev in rast bakterij na trdnem gojišču, 
preučevano z optično mikroskopijo. 





Enak poskus smo ponovili tudi z nanovlakni z dodanim PEO (slika 25). V skladu z vsemi 
prej omenjenimi testi so se probiotiki najpočasneje sproščali in izraščali iz nanovlaken, ki so 
vsebovala le 5 % PEO, najhitreje pa iz nanovlaken s 40 % PEO. Probiotiki so se iz 
nanovlaken s 5 % PEO začeli izraščati po 12 h, iz nanovlaken z 10 % PEO pa med 10. in 12. 
uro. Nekoliko hitreje, in sicer po 10 h je do rasti in razmnoževanja probiotika prišlo pri 
nanovlaknih z 20 % PEO, najhitreje, že po 8 h, pa pri nanovlaknih s 40 % PEO. Večji kot je 
delež PEO v nanovlaknih, bolj porozno postane ogrodje nanovlaken po izpostavitvi 
vodnemu mediju in zato je lažji in hitrejši dostop vode in hranilnih snovi do vgrajenih spor 
v nanovlaknih. Šele, ko postane okolje za rast bakterij ugodno, poteče kalitev spor in takrat 
se spore preobrazijo v dejavno (vegetativno) obliko bakterij.  
Slika 24: Sproščanje spor iz PCL nanovlaken, njihova kalitev in rast bakterij na trdnem 
gojišču, preučevano z optično mikroskopijo. Slike so posnete pri večji povečavi kot tiste na 
sliki 23. 






Slika 25: : Sproščanje spor iz PCL nanovlaken z dodatkom PEO, njihova kalitev in rast 
bakterij na trdnem gojišču, preučevano z optično mikroskopijo v časovnem intervalu od 0 do 
14 h. 





Uspešno smo izdelali PCL nanovlakna brez in z dodatkom 5 %, 10 %, 20 % in 40 % PEO 
glede na celokupno maso polimerov. Ugotovili smo, da parametri elektrostatskega sukanja, 
kot so temperatura, vlaga, oddaljenost konice igle od zbirala, pomembno vplivajo na premer 
in debelino plasti nanovlaken, zato smo za boljšo reprezentativnost rezultatov stremeli k 
uporabi čim bolj podobnih pogojev procesa pri izdelavi vseh vzorcev nanovlaken. S 
statistično analizo smo dokazali signifikantne razlike v premeru nanovlaken brez in z 
dodanim PEO. PCL nanovlakna brez PEO so imela povprečni premer 320 ± 60 nm, z 
naraščanjem deleža PEO v nanovlaknih je premer naraščal do 1111 ± 130 nm, kolikor so 
merila PCL vlakna s 40 % PEO. V vsa PCL nanovlakna smo uspešno vgradili približno 108 
CFU živih spor/g nanovlaken, zato lahko potrdimo našo hipotezo, da so spore sposobne 
preživeti postopek izdelave nanovlaken z elektrostatskim sukanjem. Pri PCL nanovlaknih 
brez dodatka PEO so bile vgrajene spore zaradi manjšega premera nanovlaken bolj opazne, 
kot pri nanovlaknih z dodanim PEO. Preživetje spor v nanovlaknih je bilo odvisno od 
pogojev elektrostatskega sukanja in lastnosti polimerne raztopine, kjer je pomembna zlasti 
prisotnost organskega topila. Zmes topil, ki je potrebna za izdelavo PCL nanovlaken, je 
zmanjšala število živih spor v polimerni raztopini za 1 logaritemsko enoto. Dodatek 
polimerov v polimerno raztopino ni bistveno vplival na živost spor. Z dodatkom PEO v 
nanovlakna smo vplivali na njihovo poroznost po izpostavitvi vodnemu mediju. PEO, ki je 
v nasprotju s PCL topen v vodi, se ob stiku z vodnim medijem raztopi in za seboj pusti pore 
v ogrodju nanovlaken. Te pore omogočajo dostop hranil do bakterij in izplavljanje 
morebitnih protimikrobnih snovi, če jih bakterije sproščajo. Ugotovili smo, da se spore 
najhitreje sproščajo iz nanovlaken, ki so vsebovala največ PEO, to so PCL vlakna s 40 % 
PEO, in potrdili hipotezo, da lahko na hitrost sproščanja vplivamo z dodatkom PEO v 
polimerno ogrodje na osnovi PCL. Probiotiki so za rast iz PCL nanovlaken s 5 % PEO 
potrebovali 4 h več kot pa za rast iz PCL vlaken s 40 % PEO.  
V magistrski nalogi smo pokazali, da so nanovlakna sestavljena iz PCL in PEO obetaven 
dostavni sistem za lokalno dajanje potencialnih probiotikov, kot je sev 25.2.M iz roda 
Bacillus. Njihova izdelava z elektrostatskim sukanjem je enostavna in hitra, a potrebna je 
optimizacija vseh parametrov, da dobimo dostavni sistem z želenimi lastnostmi. Z uporabo 
takšnega dostavnega sistema s probiotiki predvidevamo, da bi lahko bolje nadzorovali ali 
celo preprečili ponovne zagone parodontalne bolezni. 
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